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RESUMO

FermentacOes sucessivas com alta densidade celular sdo realizadas em Usinas de
producéo de etanol no Brasil e devido as dificuldades de esterilizagdo, bactérias e
leveduras selvagens competem entre si por nutrientes e pela dominancia no processo. O
objetivo do presente estudo consistiu em melhorar as condigdes de clarificacdo do
melago, propagacgéo e fermentacdo da linhagem de levedura Saccharomyces cerevisae
do laboratorio 1QAr/45-2, visando a maior producdo de etanol sem perda de viabilidade
nos processos com e sem reutilizacdo celular. Estudou-se também as associacdes entre a
levedura 1QAr/45-2 e as leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1). Para a clarificacéo
do melago variou-se o acidulante (fosfato e &acido sulfarico), pH inicial do melago,
temperatura e tempo de decantacdo, com intuito de levar a uma maior remocao de
impurezas presente nesta matéria-prima. A melhor condicdo de propagacdo para
levedura 1QAr/45-2 consistiu em trés etapas de concentragdes crescentes de aglicar no
melacgo (4%, 8% e 12%) a 30°C com agitacdo (100 rpm). Esta condicdo de propagacao
levou a um rendimento de biomassa de 6,1g.L™. Elevando-se a temperatura para 37°C,
0 tempo de propagacdo de cada etapa pode ser reduzido para 12h (cada) a custa de um
aumento em uma etapa (melago 3%, 5%, 8% e 12%), com biomassa variando de acordo
com a levedura: 7,6g.L™" para PE-2, 6,7g.L™" para SA-1, 6,4g.L™" para CAT-1 e 2,5g.L™
para 1QAr/45-2. Apesar de apresentar um menor crescimento a 37°C, a levedura
IQAr/45-2 ndo mostrou instabilidade genética em meios cromogénios diferenciais. Para
otimizar as condigdes de fermentagdo da levedura IQAr/45-2 em mini-reatores variou-se
o tempo e fluxo de alimentacdo, temperatura e concentragcdo de acglcar no mosto de
alimentacdo visando um maior rendimento de etanol em batelada alimentada. A
condicdo de escolha para conduzir a fermentacdo foi utilizagdo de um fluxo de
alimentacdo 0,39 mL/min. por 3 horas com melago 20% (ART) suplementado (DAP,
sulfato de zinco e magnésio) em um tempo de fermentacdo de 7 horas a 37°C para um
volume final de trabalho de 100mL e uma concentracdo de células de aproximadamente
24g.L™. Os efeitos das combinages entre as leveduras IQAr/45-2 com as leveduras
industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) sobre os rendimentos em etanol e biomassa foram
obtidos a 40°C. Em culturas Unicas da levedura IQAr/45-2, o rendimento do etanol foi
maior que o0s obtidos nas fermentacdes utilizando culturas mistas. Em fermentac6es
mistas entre duas leveduras, a melhor combinagdo quanto a producdo de etanol foi entre
a levedura 1QAr/45-2 e PE-2 enquanto que a associa¢do de PE-2 e CA-1 favoreceu o
acumulo de biomassa. A combinacdo da levedura 1QAr/45-2 com duas leveduras
industriais mostrou efeito negativo, o qual foi revertido quando a levedura 1QAr/45-2
foi adicionada no inoculo mistos constituido por 3 leveduras industriais (proporcao
1:1:1:1). Assim, a levedura IQAr/45-2 parece ser capaz de recuperar 0S processos de
fermentacdo mista.

Palavras-chave: Saccharomyces cerevisiae. Producdo de etanol. Biomassa.
FermentacGes mistas.
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ABSTRACT

Successive fermentations at high cell densities and cell reuse currently take part of the
routine of Brazil distilleries for fuel ethanol production. Due to difficulties related to
sterilization, bacteria and Saccharomyces and non-Saccharomyces yeasts compete with
each other for nutrients and dominance of the process. The aim of the present work is to
optimize and improve processes for molasses clarification, inoculum propagation,
fermentation conditions and storage of Saccharomyces cerevisiae 1QAr/45-2 between
fermentation cycles with and without revitalization in order to minimize losses in
ethanol production and viability during repetitive fermentations. It was also studied
associations between the strain 1QAr/45-2 and industrial yeasts (PE-2, CAT-1 and
SA-1). In order to improve conditions for molasses clarification, acidification agents
(phosphate and sulfuric acid), initial pH, temperature and decantation time were varied
during the experiments. The best propagation condition for the strain 1QAr/45-2
consisted on three consecutive steps of growth in increasing sugar concentrations (4%,
8% and 12%) at 30°C with agitation (100 rpm). Under these conditions, the biomass
accumulated at the end of the propagation was 6.1 g.L™. On the other hand, raising the
propagation temperature from 30°C to 37°C, the time of each step decreased from 24h
to 12h, while the biomass formed at the end of the entire propagation varied with the
strain as follows: 7,6 g.L™ for PE-2, 6,7g.L™ for SA-1, 6,4g.L™ for strain CAT-1 e
2,5g.L " for strain IQAr/45-2. Any genetic instability occurred, as shown by the colonies
formed on the differential chromogenic medium, when samples from the final culture
propagated at 37°C were plated. Optimization of the fermentation conditions for the
strain 1QAr/45-2 was established in mini-reactors in order to obtain maximal amount of
ethanol with the least drop in viability and this resulted from adjustments of the feeding
time and the flux rate. The best condition for fermentation consisted of utilizing a fed
time of 3h (0.39 mi/min), a cell concentration of approximately 24g9.L-1, feed the
rectors with 20% molasses (TRS) enriched with the addition of minerals (DAP, zinc and
magnesium sulphate) and adjusted the final working volume to 100 mL at 37°C.
Interactions between 1QAr/45-2 and the three industrial strains (PE-2, SA-1, CAT-1)
were determined in relation to ethanol production and biomass formation during
fermentation at 40°C. In fermentations using the single culture of 1QAr/45-2, the
ethanol yield was higher than those obtained in fermentations using the mixed cultures.
The best combination of two strains for ethanol production was 1QAr/45-2 plus PE-2,
while the association between PE-2 and CAT-1 led to the higher biomass. The
association between IQAr/45-2 and two other industrial strains showed a negative effect
in relation to all dependent variables. However, this negative effect was reverted when
the strain 1QAr/45-2 was included in the mixed inoculum containing the three industrial
strains (proportion 1:1:1:1). Although, the complexity is much greater in industrial
fermentations strains, 1QAr/45-2 is a good candidate to revert sluggish or stuck
fermentation.

Keyword: Saccharomyces cerevisiae. Ethanol production. Biomass. Co-fermentations.
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ProAlcool — Programa Nacional do Alcool

g.S.p - quantidade suficiente para

rpm- rotagdes por minuto

S - concentracdo de substrato (agucar)

Sy concentracéo inicial de substrato (agucar, g.L™);
St - concentrago de acucar final (g.L™);

T - tempo de fermentagéo (h)

Tr. Tempo final de fermentagéo;

v/v — volume/volume

WLN - Wallerstein Laboratory nutrient medium



X - concentracdo celular no instante t

Xo - concentracdo celular inicial

Xg — concentracéo celular final;

YPD - extrato de levedura, peptona e glicose
Yps— fator de converséo do substrato em produto

Y s — fator de conversao das células com relagdo ao substrato
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Figura 13 - Curva-padréo para a relacdo de biomassa seca da levedura SA-1 com
valores de absorbancia. A equagdo da reta mostrou o seguinte:
coeficiente angular a=1,535, coeficiente linear b=0,0595, fator de
correlacdo (R® = 0,9936), assim obtendo o fator de correlagéo
absorbancia em biomassa seca (F) foi de 0,651 (1/b) para o
espectrofotometro BIOESPECTRO modelo SP-22.

Figura 14 - Determinagdo da viabilidade celular de leveduras com azul de
metileno. As células coradas de azul sdo células mortas enquanto as
incolores sdo células viaveis.

Figura 15 - Curva de solucéo de glicose 0,2% (%, m/v) para a dosagem do acgucar
residual total pelo método de 3,5 DNS (MILLER, 1959). A equacéo
da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular b=28,74, intercepto da
reta a=-0,098 e fator de correlacio (R® = 0,999) para ©
espectrofotometro BIOESPECTRO (SP-22).

Figura 16 - Curva padrdo de calibracdo de soroalbumina 1% (m/v) para a
dosagem de proteina total pelo feitas pelo método do reagente de
Biureto. A equacgdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular
b=0,751, intercepto da reta a=-0,045 e fator de correlagdo (R?=0,999)
para o espectrofotometro BIOESPECTRO (SP-22).

Figura 17 - Curva padrdo de calibracdo de glicose 60 pug.mL-1 para dosagens de
trealose pelo método da Antrona. A equacdo da reta mostrou o
seguinte: coeficiente angular b=0,030, intercepto da reta a=-0,009 e
fator de correlacio (R?=0,994) para o0 espectrofotdmetro
BIOESPECTRO (SP-22).

Figura 18 - Curva padréo de calibracéo de glicerol 0,208 mg.mL-1 para dosagens
de glicerol através de kit enzimatico. A equacdo da reta mostrou o
sequinte: coeficiente angular b=92,17, intercepto da reta=-0,001 e
fator de correlacio (R?=0,997) para 0 espectrofotdmetro
BIOESPECTRO (SP-22).

Figura 19 - Reproduzindo os dados da tabela 3 avaliamos o efeito do aumento
progressivo da concentragdo de acucar no melago (melagco 4% -M-,
melago 8% -@- e melago 12% -A-) em cada uma das trés etapas de
propagacdo da levedura IQAr/45-2 sobre as curvas de tempo de
biomassa (A), etanol (B) e acUcares redutores totais — ART (C) em
repouso (BOD) a 30°C. A viabilidade ndo variou, ficando em
aproximadamente 99% + 0,2 durante o crescimento.

Figura 20 - Reproduzindo os dados da tabela 4 avaliamos o efeito do aumento
progressivo da concentracdo de acucar no melaco, da relagdo
VO0lrasco/ VOleio (proporgdo 5:1 na parte “A” e “C”, proporgdo 5:2 na
parte “B” e “D”) e da agitagdo (100 rpm em “shaker” ou sem agitag¢do
em BOD) sobre os valores iniciais (-H-) e finais (-[1-) de biomassa
durante as trés etapas consecutivas de crescimento da levedura
IQAr/45-2 a 30°C. A \viabilidade ndo variou, ficando em
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aproximadamente 98,6% + 1,47.

Figura 21 - Reproduzindo os dados da tabela 5 avaliamos o efeito do aumento
progressivo da concentracdo de agucar no melago, (melaco 4% -M-,
melagco 8% -@- e melaco 12% -A-) sobre as medidas de biomassa
(A), etanol (B) e acUcares redutores totais — ART (C) nas trés etapas
da propagacdo da levedura 1QAr/45-2 incubadas a 30°C sob baixa
agitacdo. A viabilidade ndo variou, ficando em aproximadamente
99 % + 1,5 ao longo das trés etapas de propagacao.

Figura 22 - Reproduzindo os dados da tabela 6 avaliamos o efeito do aumento
progressivo da concentracdo de acgtcar no melaco (melago 3%, 5%,
8% e 12%) sobre as medidas de biomassa (A), etanol (B) e agUcares
redutores totais — ART (C) em cada uma das quatro etapas da
propagacdo da levedura 1QAr/45-2 e das leveduras industriais (PE-2,
CAT-1 e SA-1) em baixa agitacdo a 37°C.

Figura 23 — Plaqueamento da levedura 1QAr/45-2 em meio Nagai (A) e meio
WLN (B) ap0s 5 dias de incubagéo a 30°C.

Figura 24 —Plaqueamento da levedura PE-2 em meio Nagai (A) e meio WLN (B)
apos 5 dias de incubacdo a 30°C.

Figura 25 — Plagueamento da levedura CAT-1 em meio Nagai (A) e meio WLN
(B) apos 5 dias de incubacao a 30°C.

Figura 26 —Plaqueamento da levedura SA-1 em meio Nagai (A) e meio WLN (B)
apos 5 dias de incubagdo a 30°C.

Fig. 27 — Reproduzindo os dados da tabela 9, avaliamos os resultados obtidos para
medidas iniciais e finais de viabilidade (A), biomassa (B) durante a
revitalizacdo da levedura 1QAr/45-2 a 37°C nos diferentes meios:
(-m-) melaco 5% e pH 4,5; (-M-) melaco 5% e pH 6,0; (-M-) melaco
5% e pH 6,0 com adicdo de suplementos; (-M-) melaco 5% e pH 4,5;
(-™-) melago 5% e pH 6,0 e (-M-) melago 5% e pH 6,0 com adicéo de
suplementos. Suplementos utilizados no meio de revitalizacéo:
0,1% de DAP, 0,01 % de sulfato de magnésio heptahidratado e 0,01 %
de sulfato de zinco heptahidratado.

Figura 28 — Reproduzindo os dados da tabela 10 avaliamos o efeito da variagéo
no tempo de alimentacdo do melaco (3h e 5h) nas fermentacdes em
bateladas alimentadas U(nicas com a levedura IQAr/45-2 sobre as
medidas de biomassa (A), etanol (B) e consumo de agUcar redutor
total — ART (C) em melaco 20% (ART): (M) = tempo de alimentacédo
de 3h (0,39 mL/min); (e) = tempo de alimentacdo de 5h (0,23
mL/min). Condicdes da fermentacdo: inoculo de 24 g.L™ (9%, viv) e
temperatura 37°C.

Fig. 29 — Reproduzindo os dados da tabela 11 avaliamos o efeito da variagéo da
temperatura associada a varia¢do da concentracdo do melagco sobre as
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Figura 30

Figura 31

Figura 32

Figura 33

Figura 34

curvas de biomassa (A, B e C) e agucar residual total- ART (D, E e F)
em ciclos Unicos de fermentacdo em bateladas alimentadas Unicas da
levedura 1QAr/45-2 com 7 horas de duracdo, sendo: fermentacdes
utilizando melago 18% ART a 34°C (-H-) e 37°C (-®-); fermentacdes
utilizando melago 20% ART 34°C (-0-), 37°C (-O-) e 40°C (-A-) e
fermentacdes a 40°C com melaco 20% ART (-A-) e melago 22%
(Vo)

— Reproduzindo os dados da tabela 12 avaliamos o efeito da variagéo

de temperatura (30°C a 42°C) em fermentacbes em bateladas
alimentadas Unicas com a levedura 1QAr/45-2 sobre as medidas de
viabilidade (A), biomassa (B), durante 7 horas fermentacao.
Condicdes da propagacdo: propagacdo Il (100 rpm, a 30°C).
Condicgdes da fermentacdo: melaco 20% (ART) adicionada em 3
horas (0,39 mL/min.), inoculo de 24 g/L™ (9%, v/v) e pH 4,5.

— Reproduzindo os dados da tabela 12 avaliamos o efeito da variagéo

de temperatura (faixa de 30°C a 42°C) em fermentacdes em bateladas
alimentadas Unicas com a levedura 1QAr/45-2 sobre as medidas de
etanol (A), acucar residual — ART (B), durante 7 horas fermentagéo.
Condicbes da propagacdo: propagacdo Il (100 rpm, a 30°C).
Condicdes da fermentacdo: melaco 20% (ART) adicionada em 3
horas (0,39 mL/min.), inoculo de 24 g/L™ (9%, v/v) e pH 4,5.

— Reproduzindo os dados da tabela 13 avaliamos a variagdo nas
medidas iniciais (-M-) e finais (-e-) para: viabilidade (parte “A”),
biomassa (parte “B”), produg¢do de etanol (parte “C”) e acucar
residual total - ART (parte “D”) durante oito ciclos sucessivos de
fermentacdo a 37°C. Condig¢des da propagacao: propagacao Il (100
rpm, a 30°C). CondicBes da fermentacdo: melaco 20% (ART)
adicionada em 3 hora (0,39 mL/min.), inoculo de 24 g/L™ (9%, v/V)
tempo de fermentacdo 6hs. Condigdes da fermentacgdo: estocagem
das células entre os ciclos de fermentacéo a 4°C.

— Reproduzindo os dados da tabela 14 avaliamos as medidas dos
parametros do processo: viabilidade (A), biomassa (B) etanol (C) e
ART (D) durante a fermentacdo de 8 ciclos sucessivos a 37°C,
utilizando ART de 20% no melaco de alimentacdo (fluxo de
0,39mL/min. durante 3h), inoculo de 24g.L™ (9%, v/v) com tempo de
fermentacdo 6 horas, sendo: (M)= valores do inicio da fermentacéo;
(®)= valores do final da fermentacdo. Condicdes da fermentacéo:
estocagem das células entre os ciclos de fermentacdo em melago 8%
suplementado (1% de DAP, 0,1% ZnSO.7H,O e 0,1%
MgS0,.7H,0) incubado a 30°C e baixa agitacdo (100 rpm) por 16
horas.

— Reproduzindo os dados da tabela 15 avaliamos os gréaficos de
fermentagdo para comparar a levedura IQAr/45-2 com as leveduras
industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) quanto a variagdo em rendimento de
biomassa (A) etanol (B) e acUcar residual- ART (C) durante uma
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batelada unica a 40°C, utilizando ART de 20% no melaco
suplementado, inoculo de 24g.L* (9%, v/v) com tempo de
fermentacdo 7 horas.

Figura 35 — Reproduzindo os dados da tabela 6ndustrial, quanto a variacdo em 106
biomassa (A) etanol (B) e ART (C) durante uma batelada Unica de
fermentacdo a 40°C, utilizando ART de 20% no melago suplementado
de alimentacéo (fluxo de 0,39mL/min. durante 3h), inoculo de 24g.L™
(9%, v/v) com tempo de fermentacao 7 horas.

Figura 36 — Reproduzindo os dados da tabela 17 avaliamos as fermentagdes 108
mistas utilizando a levedura 1QAr/45-2 associada a duas leveduras
industriais, quanto a variagcdo em biomassa (A) etanol (B) e ART (C)
durante uma batelada Unica de fermentacdo a 40°C, utilizando ART de
20% no melaco de alimentacdo (fluxo de 0,39mL/min. durante 3h),
inoculo de 24g.L™ (9%, v/v) com tempo de fermentacéo 7 horas.

Figura 37 — Reproduzindo os dados da tabela 18 avaliamos as curvas de 111
fermentagdes mistas utilizando a levedura 1QAr/45-2 associada a trés
leveduras industriais, quanto a variacdo em viabilidade (A), biomassa
(B) etanol (C) e ART (D) durante uma batelada unica de fermentacdo
a 40°C, utilizando ART de 20% no melago suplementado de
alimentagdo (fluxo de 0,39mL/min. durante 3h), inoculo de 24g.L™
(9%, v/v) com tempo de fermentagé@o 7 horas, sendo valores referente
a: levedura 1QAr/45-2 (-M-) e fermentagdo mista entre as leveduras
IQAr/45-2+PE-2+CAT-1+SA-1 (-@-).
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1 Introducgdo
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O grande desafio mundial atualmente € a procura por fontes alternativas de
combustiveis do petrdleo, pois este ndo é uma fonte de energia renovavel, além de ser
altamente poluente, e apresentar precos mais elevados que o etanol combustivel. O
bioetanol de cana-de-acucar produzido no Brasil desde de 1931, vem ganhando maior
espaco mundial como uma alternativa economicamente viavel, com significativo
potencial de expansdo, sendo este uma fonte de energia renovavel e sustentavel sem
grandes impactos ambientais (FARRELL et al., 2006). A grande vantagem deste
combustivel € que ele pode ser produzido em qualquer parte do mundo utilizando uma
matéria prima local e tecnologia simples, como: no Brasil etanol produzido a partir da
cana-de-agUcar e biodiesel a partir da soja e da mamona, no Canada etanol produzido
através do milho e arroz, e nos E.U.A etanol produzido através de sementes e forragens
do milho (HERRERA, 2006).

Nos paises em que had grandes reservas de petréleo e inddstria petroquimica
avancada, a obtencdo do alcool é realizada através da via sintética a partir de
hidrocarbonetos ndo saturados, como o eteno e etino, gases de petroleo e de hulha (tipo
de carvdo mineral que apresenta um teor de carbono entre 60% e 80%, utilizado na
producdo de hidrocarbonetos aromaticos). Mesmo que exista disponibilidade de
derivados de petréleo que permitam a producdo de alcool através da via sintética, a via
fermentativa € o processo mais importante para obtencdo de combustivel alternativo,
contribuindo para a reducdo dos impactos negativos gerados pela utilizacdo de
combustiveis fosseis em todo o mundo (CORDONA; SANCHEZ, 2007; LIMA;
BASSO; AMORIN, 2001).

O etanol é um dos produtos de maior importancia socioecondémica no Brasil e no
mundo, j& que este produto é muito utilizado em industrias de alimentos e, como fonte
de combustivel ecologicamente correta. A producédo de etanol em nosso pais teve inicio
com o uso de levedura Saccharomyces cerevisiae utilizada na panificagdo. Assim,
faz-se necessario conhecer as respostas das leveduras as diversas formas de estresse aos
quais as celulas sdo submetidas (alcodlico, térmico, osmético, jejum nutricional), definir
0 melhor processo e condi¢des a serem utilizadas incluindo vantagens e desvantagens
(AMORIN et al., 2011; ANDRIETTA et al., 2007).

Para se obter uma maior eficiéncia no processo de producdo de etanol, novas
tecnologias vem sendo pesquisadas e desenvolvidas dentro de universidades e no setor

privado, sendo muitas vezes estes dois em parceria. Entre as &reas de maior interesse na
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pesquisa sdo: o desenvolvimento de linhagens de leveduras melhoradas, contaminacao

com leveduras selvagens e bactérias, a variedade da cana-de-acucar.

1.1 ETANOL: Importéncia na economia brasileira

O etanol é composto por dois &tomos de carbono, cinco atomos de hidrogénio e
uma hidroxila (C,HsOH), sendo obtido no Brasil pelo processo de fermentacéo do caldo
de cana-de-acgUcar e/ou mistura de caldo de cana e melago. O etanol também pode ser
produzido a partir de cereais, tubérculos como beterraba e mandioca, entre outros
derivados agricolas (UNICA, 2007).

A implementagdo do etanol no Brasil data do inicio do século XX, quando as
primeiras tentativas para uso de alcool em veiculos foram realizadas pela Secretaria
Nacional de Agricultura. A ocorréncia do desabastecimento de combustivel devido a
Primeira Guerra Mundial em territério Europeu trouxe a partir de 1920 motivagdo para
a realizacdo de varias experiéncias por usinas nordestinas para producédo de alcool como
combustivel. O alcool etilico ou etanol é usado no Brasil em larga escala como
combustivel: alcool hidratado comercializado via bombas especificas nos postos de
abastecimentos, em veiculos movidos exclusivamente a alcool e em veiculos Flex Fuel,
ou como alcool anidro em mistura obrigatéria & gasolina (AMORIN et al., 2011;
ANDRIETTA et al., 2007).

Desde seu langcamento, ja foram comercializados 14,6 milhdes veiculos Flex
Fuel, atribuindo uma participacdo de 83,4% dos veiculos leves produzidos no mercado
brasileiro no ano de 2011. Em setembro de 2012 foram licenciados 277 mil veiculos
leves, representando uma queda de 5,4% em relacdo a 2011, sendo que deste total,
apenas 86,5% representam os carros Flex Fuel. Estes veiculos geraram um aumento no
consumo de alcool hidratado no Brasil (4,3 bilhdes de litros em 2003 para 16,5 bilhGes
de litros em 2009). Montadoras brasileiras desenvolveram o primeiro modelo de
motocicletas Flex Fuel (Honda CG 150 Titan MIX) em marco de 2009. Desde 2005 a
industria aeronautica Neiva, subsidiaria da Embraer comercializa avides agricolas a
alcool hidratado usado para pulverizacdo de lavouras. Em outubro de 2007 ocorreu 0
lancamento do primeiro 6nibus brasileiro movido a alcool. Em setembro de 2012 o setor
automotivo brasileiro atingiu 17,7 milhdes de veiculos flex-fuel licenciados desde 2003
(BRASIL, 2011; BRASIL, 2012).
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Segundo a Uni&o da Industria da Cana-de-actcar (Unica, 2011), a projecdo para
moagem da cana-de-acucar em 2012 seria 533,50 milhGes de toneladas, uma reducéo de
6,16% em relacéo ao total estimado em mar¢o de 2011 (568,50 milhdes de toneladas), e
queda de 4,21% sobre o valor final da safra 2010/2011 (556,94 milhdes de toneladas).
Com base nesta projecéo, estima-se que a producdo de etanol para 2012 deve atingir
22,5 bilhdes de litros, queda de 11,6% em relacdo ao nimero inicialmente projetado
(25,51 bilhdes de litros) e de 11,2% sobre os 25,4 bilhdes de litros da safra anterior.

De acordo com o Ministério de Minas e Energias (BRASIL, 2012) a moagem do
més de setembro da safra 2012/13 registrou um atraso de 9,3% em relacdo a safra
anterior, isto porque, em cinco meses da safra atual, foram processadas 389,5 milhdes
de toneladas de cana contra 429,5 milhdes de toneladas de cana da safra anterior. Com
esta menor disponibilidade de matéria prima acabamos produzindo 15,73 milhdes de m*
de etanol, volume 10,7% menor do que o produzido no mesmo periodo da safra anterior
com consequentemente queda na producao de aglcar de 9,5% (BRASIL, 2012). Isto se
deve a reducdo no volume de cana disponivel para a moagem, devido a idade avancada
do canavial (o canavial mais velho possui baixo rendimento agricola), a estiagem, o
florescimento do canavial, doengas fungicas e a geada.

Até setembro de 2012, foram consumidos 5,56 milhdes de m® de etanol anidro e
8,08 milhdes de m* de etanol hidratado, isto porque nos seis meses da safra 2012/13
(abril a setembro), foram consumidos 9,3 milhdes de m® de etanol combustivel, retracéo
de 10% em relacdo ao mesmo periodo da safra anterior. Com relagdo as exportacdes
brasileiras de etanol ate setembro de 2012, houve um aumento de 53% em relagdo ao
més anterior, fixando-se em 481,3 mil m?, representado por um aumento de 43% ao
mesmo periodo do ano anterior, totalizando 1,8 milhdes de m®, sendo que 64% das
exportagdes teve como destino os Estados Unidos (244,8 mil m®) de forma direta
(BRASIL, 2012).

1.2 FERMENTACAO
1.2.1 Tipos de processos
A fermentacdo inicia-se logo que a levedura entra em contato com 0 mosto,

podendo ser dividida em trés fases: (1) fase preliminar ou pré-fermentacdo, onde se tem
a adaptacdo das leveduras e multiplicacdo celular; (2) fase de fermentacdo, com

34



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada... 35

desprendimento abundante de gas (CO;) e producéo de alcool; e (3) fase de fermentacao
complementar ou pds-fermentacdo, onde se observa reducdo da atividade fermentativa
(SHIMIDELL et al., 2001).

As operac0Oes industriais mais utilizadas nas destilarias brasileiras para producéo
de etanol:
I) Processo de fermentacdo em batelada alimentada — neste processo nutrientes séo
adicionados ao reator durante o cultivo sendo que o produto permanece no meio até o
final da fermentacéo, ou seja, solucdo de nutrientes adicionada em intervalos constantes,
enquanto que o fermentado é removido da dorna apenas no final do processo. A
vantagem deste processo é que a repressao catabdlica é suprimida ou diminuida pela
alimentacéo intermitente do substrato (SHIMIDELL et al., 2001).
I1) Processo de fermentacdo semi-continuo - uma porcdo da cultura é coletada em
intervalos de tempos enquanto meio fresco é adicionado ao sistema, havendo uma
variacdo no volume da cultura dentro do reator. Este método apresenta algumas
vantagens sobre as operacdes continuas e de batelada, como: a) operacéo do reator por
periodos longos sem a necessidade de um novo indculo; b) aumento da produtividade
apenas modificando o cronograma de trabalho. Como desvantagem, existe um alto risco
de contaminagdo bacteriana e mutacdo de leveduras devido aos longos periodos de
cultivos e as operacbes manuais, além de que, sdo necessarios reatores de volumes
maiores, levando a um maior investimento por parte das usinas (SHIMIDELL et al.,
2001).
I11) Processo de fermentacdo continuo — adicdo de meio de cultura e indculo (leite de
levedura) de forma continua nos reatores, concomitantemente com a saida da mesma
quantidade de meio fermentado, sempre mantendo o volume de reacdo constante dentro do
reator. Este processo também apresenta algumas vantagens sobre 0s processos anteriores,
isto porque a otimizacdo da alimentacdo pode levar & uma maior produtividade, com
reducdo dos custos laboratoriais, uma vez que reduz o tempo ocioso e também evita o0 gasto
de tempo com limpeza e sanitizacdo das dornas. Existe neste processo a manutencdo das
células em um mesmo estado fisioldgico, tornando-o uma excelente ferramenta para estudos
de mecanismos de regulacdo metabdlica ou ainda, para estudos de otimizagdo da
composicdo de meio de cultura. A grande desvantagem deste processo € que sdo mais
vulneraveis a contaminantes e mutacGes genéticas espontaneas, resultando na selecdo de
mutantes menos produtivos, além de exigir um conhecimento maior quanto a otimizacdo do

processo para que o rendimento desejado seja atingido, principalmente, quanto a adicao de
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produtos quimicos, variagdo no fluxo de alimentacdo e a mistura dos nutrientes
(SHIMIDELL et al., 2001).

Nos ultimos 30 anos os processos de fermentagdo foram melhorados para
permitir que as destilarias Brasileiras apresentassem um rendimento fermentativo de
92-93% em relagdo aos registrados no inicio do programa ‘“Proalcool” que era de
75-80%. A safra para producdo de etanol no Brasil leva de 200 a 300 dias dependendo
de varios fatores como variedade da cana, clima, demanda do mercado (AMORIN et al.,
2011).

Segundo Amorin et al., (2011) 85% das destilarias Brasileiras operam em
sistema de batelada alimentada e apenas 15% em processos de fermentacdo continua,
sendo estas fermentacdes realizadas com suco de cana (xarope), melago diluido em agua
ou a misturas de ambos por um periodo de 6-12 horas, utilizando elevada concentracao

celular (8 — 15%, v/v de leveduras).

1.2.2 Estresses Fermentativos

A fermentacdo alcodlica € um processo anaerobico, realizado principalmente por
leveduras em nivel citoplasmatico, com o objetivo de produzir energia para possibilitar
a realizacdo de suas atividades fisiologicas, além de seu crescimento e reproducdo. A
transformacdo do aclcar em etanol e gés carbbnico se da através de reacfes sequenciais
mediadas por enzimas, sendo denominada como via glicolitica. Essas enzimas
glicoliticas podem sofrer intervengdo de varios fatores (nutrientes, minerais, vitaminas,
inibidores, pH, temperatura, entre outros) que influenciam na sua atividade, afetando
assim, o desempenho do processo fermentativo (CECCATO-ANTONINI, 2008;
PRETORIUS, 2000; QUEROL et al., 2003). As células de leveduras também sdo
submetidas a diversas condicGes de estresse, sendo necessario o desenvolvimento de
mecanismos moleculares de resisténcia a estas situacdes adversas. Qualquer fator do
meio que possa vir a produzir um efeito adverso sobre o crescimento celular é
considerado uma condicdo de estresse e a sobrevivéncia celular depende da sua
capacidade em se adaptar rapidamente as mudancgas que ocorrem no meio de cultivo
(IVORRA; PEREZ-ORTIN; OLMO, 1999).

Estes estimulos podem ocorrer ndo s6 no ambiente do reator, mas também em
ambientes naturais, podendo levara a mudancas estruturais e/ou alteracfes metabolicas

nas leveduras, devido alteracdes na expressao de genes envolvidos na sintese de



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada... 37

compostos especificos (trealose e/ou proteina de choque térmico) que protegem o
organismo (BANAT et al., 1998, FOLCH_MALLOL et al., 2004). Tanto os danos
provocados pelo estresse quanto a resposta da levedura, dependem do tipo, do grau do
estresse e da fase da levedura em seu ciclo de divisdo celular no momento em que
ocorre o estimulo. Para se defender destas situaces desfavoraveis, a levedura responde
rapidamente sintetizando moléculas que permitem aumentar o grau de reparo dos danos
causados pelo estresse (BASSO et al., 2008; FOLCH-MALLOL et al., 2004).

A literatura indica o envolvimento da trealose e do ergosterol como agentes
marcadores de estresse durante a fermentacdo alcodlica, sendo relatos de que a trealose
esta envolvida com o estresse etandlico e osmatico, enquanto que o ergosterol presente
na membrana plasmatica tem seu papel na tolerancia ao etanol (QUEROL et al., 2003;
ZHAO et al., 2009). Admite-se que a principal funcdo da trealose seja a protecdo das
células durante o periodo de estresse e ndo como um carboidrato de reserva, isto devido
a protecédo exercida sobre os componentes do citosol quando a levedura encontra-se em
condicdes desfavoraveis (MAHMUD et al., 2009; ROTH, 1970; THEVELIN, 1984;
YEMM; WILLIS, 1954).

O glicerol é sintetizado como resposta a situacdes de estresse impostos as células
durante o processo de fermentacdo, sendo dependente de varios fatores, como a
linhagem selecionada, concentracdo do indculo, concentracdo de bissulfito presente no
mosto, concentracdo de agucares, estresse osmotico, tipo de fonte de nitrogénio e sua
concentracdo, pH, e aeracdo. O glicerol interno também contribui em condicGes
anaerobicas com a manutencdo do balanco intracelular das células mantendo o balanco
de oxirreducdo. Durante a formacgdo do glicerol o excesso de NADH vindo da sintese de
aminoécidos é convertido em NAD", mas nos meios industriais esta fonte de nitrogénio
é proveniente de peptideos, aminoacidos livres e sais inorganicos como sulfato de
amonio (ALBERS et al., 1996).

1.2.2.1 Estresse osmotico

Segundo Basso, Basso e Rocha (2011) o estresse osmético é frequentemente
citado nos processos industriais, isto porque, na fermentacao etandlica, as leveduras sdo
expostas a concentracfes elevadas de aglcar. Por outro lado, o estresse osmético
também pode ser causado por sais, que estdo presentes em grandes quantidades no

melacgo de cana de agucar, como elevados niveis de calcio, potassio e magnésio.
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O estresse osmotico se define como uma diminuigdo do potencial hidrico do
ambiente no qual se esta desenvolvendo um organismo, tendo como resposta imediata a
saida de agua intracelular, seguida de um processo adaptativo onde € necessario um
tempo para que o equilibrio osmotico entre as células seja atingido (FOLCH-MALLOL
et al., 2004).

1.2.2.2 Estresse térmico

Segundo Rivera et al., (2006) pequenas mudancas de temperatura em um reator
industrial afetam a cinética da fermentacdo, alterando a produtividade e a taxa de
conversdo de aclcar em etanol. A temperatura em um reator industrial normalmente
varia de 33°C (durante a noite) a 35°C (no final do dia), isto em um sistema de
fermentagdo com controle de temperatura.

A temperatura € umas das condi¢des ambientais que mais afeta a levedura,
durante a fermentagdo, alterando seu crescimento, metabolismo, capacidade
fermentativa e a viabilidade celular. A temperatura 6tima na fermentagéo alcodlica varia
entre 26°C a 35°C, podendo alcancar 38°C dependo do clima regional. Com o aumento
da temperatura nos reatores, tem-se um aumento na velocidade da fermentagéo,
favorecendo os contaminantes bacterianos e consequentemente deixando as leveduras
mais sensiveis ao alcool levando desta maneira, a formacdo de metabdlitos secundarios
como o glicerol (LIMA; BASSO; AMORIN, 2001).

1.2.2.3 Estresse etanolico

Sob o ponto fisiolégico o etanol inibe o crescimento e a viabilidade celular por
atuar negativamente sobre os sistemas de transportes (incluindo permeases de
aminoécidos), sobre a sinalizacdo celular da glicose e a atividade de enzimas chaves da
via glicolitica (ALEXANDRE; CHARPENTIER, 1998).

Segundo Basso, Basso e Rocha (2011) o efeito inibitério do etanol sobre as
leveduras ainda ndo é bem compreendido, porém sabe-se que a toxidez do etanol atua
na membrana citoplasmatica das células de levedura, alterando o grau de polaridade da
membrana, causando interrupcdo do crescimento em concentragdes elevadas e, ainda,
aumentando a fluidez dela (BASSO; BASSO; ROCHA, 2011; LLOYD et al., 1993;
LYND et al., 1991). Além de afetar a composicdo da membrana, o etanol também
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causa efeitos sobre a fermentacdo de leveduras, incluindo a inibicdo de crescimento e
inativacdo enzimatica, o que leva a uma diminuicdo da viabilidade celular (BASSO;
BASSO; ROCHA, 2011).

1.3 LEVEDURAS

1.3.1 Fisiologia da fermentagéo

As leveduras pertencem ao grupo Ascomicetos, denominados como fungos
superiores, sao organismos unicelulares, eucarioticos e heterotréficos, ou seja, sao
organismos com um alto grau de organizacdo celular (Figura 1), contendo nicleo
celular delimitado por uma membrana nuclear e organelas como mitocondria
(responséveis pelo metabolismo energético da célula), vacuolos (reservatorio de
nutrientes, enzimas e produtos toxicos), reticulo endoplasméatico e Complexo de Golgi.
A parede celular apresenta uma estrutura rigida (constituida de 25% do peso da célula),
que protege a celula além de conter varias enzimas. A morfologia celular das leveduras
pode ser de forma esférica, elipsoidal ou cilindrica. O tamanho e forma das células
dependem das com condi¢cGes ambientais como temperatura, escassez de nutrientes e
competicdo pelo substrato, sendo variavel entre 1-5um de largura e 5-12 pm de
comprimento, apresentando normalmente maiores que as bactérias. (PELCZAR et al.,
1980; WALKER, 1998).

Figura 1 - Representacdo da estrutura interna da célula de levedura gerando um broto.

Fonte: Biologia, (2011).
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1.3.2 Metabolismo

As leveduras realizam a fermentacdo do acUcar para obter energia quimica
(ATP) essencial para sua sobrevivéncia, seu crescimento, manutengdo e multiplicagéo,
sendo o etanol apenas um subproduto da fermentacdo. A obtencdo do ATP se da através
da hidrolise dos acUcares (ex: sacarose) através de reacdes bioquimicas mediadas por
enzimas no interior da célula. Parte do aclcar consumido durante a fermentagdo é
desviado para crescimento celular, e para a formagdo de subprodutos, também
conhecidos como produtos secundarios da fermentacdo como glicerol, acidos organicos,
e alcoois superiores (AMORIN et al., 1989).

A levedura S. cerevisiae pode assimilar aglcares como a glicose, tanto por
respiracdo ou fermentagé@o, dependendo das condi¢cdes da cultura e da disponibilidade
do substrato e nutrientes disponiveis no meio ambiente (DARAMOLA; ZAMPRAKA,
2008).

O metabolismo nas leveduras é resultante de dois processos fundamentais: o
catabolismo e o anabolismo. No caso das leveduras, o catabolismo pode ter a
degradacdo do substrato produzindo etanol através da respiracdo e da fermentacdo. A
respiracdo é um processo bioldgico onde o agucar (C¢H12,0g) € oxidado em CO, e H,0,
produzindo como saldo energético 38 moléculas de ATP, sendo este processo muito
utilizado para multiplicagdo celular do fermento no inicio da safra. A fermentacéo
alcodlica é constituida de reacGes em que o agUcar é parcialmente quebrado para formar
etanol e CO,, resultando na producdo de apenas duas moléculas de ATP. Portanto, esse
processo ndo é eficaz para a multiplicacdo celular, mas é essencial na producdo de
etanol, indispensavel na fabricacdo das bebidas alcodlicas, etanol combustivel e péo.
Durante o anabolismo, 0s microrganismos promovem a sintese de material celular
(NOGUEIRA; VENTURINI-FILHO, 2005).

1.3.3 Reprodugéo

As leveduras do género Saccharomyces reproduzem assexuadamente (mitose)
como observado na Figura 2 ou sexuadamente (meiose). Geralmente as leveduras se
reproduzem por brotamento, em qualquer parte da célula (brotamento multilateral),
apenas nos dois polos da célula (brotamento bipolar) ou ainda em um Unico polo das
células (brotamento monopolar) (WALKER, 1998). Quando em meio de cultura com
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disponibilidade de nutrientes, como nas fermentacdes industriais a reproducdo é
assexuada, ocorrendo através da multiplicacdo das leveduras por brotamento ou
gemulacdo, originando celulas-filhas idénticas a célula mée. Neste processo o nicleo da
célula madura se desloca para membrana celular, originando uma gémula (broto), sendo
que este nucleo se alonga atingindo o broto. Assim que o broto atinge o tamanho da
célula mée, o nucleo se divide, originando a célula filha, que pode permanecer ou nao
ligada a células mée, formando cadeias de células (MADRID et al., 1995; WALKER,
1998).

A reproducéo sexuada (Figura 3) pode ocorrer quando as condi¢des do meio de
cultivo se tornam desfavoraveis, levando a formacdo de esporos no interior de cada
célula (Pasci”) (LALUCE, 1991; PRETORIUS, 2000; SOUZA et al., 2007). Nos
fungos, essa forma de reproducdo sé acontece sob certas circunstancias, como na
escassez de alguns nutrientes, por exemplo, alguns fungos sentem que o ambiente
deixou de ser propicio para crescimento vegetativo e passam a realizar meiose que da

origem a células hapléides capazes de se cruzarem ou hibridizarem (WALKER, 1998).

Figura 2 - Representacdo da reproducédo assexuada (brotamento) da levedura S cerevisiae.

Fonte: Elaborada pela autora.

Segundo Ceccato-Antonini (2008) a mudanga de ciclo assexuado para sexuado
estd correlacionada ndo somente com o estado nutricional (fontes de nitrogénio e
carbono) e fisico (necessidade de oxigénio) do ambiente, mas também com a presenca
de alcoois (produtos do catabolismo de aminoacidos) que se acumulam quando 0s
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nutrientes sdo limitados. Dependendo das condigdes a levedura S cerevisiae pode

mudar de morfologia celular apresentando-se em forma filamentosa.

Figura 3 - Representacdo esquematica do ciclo celular da levedura S cerevisiae.

Fonte: Wikilivros, (2011).

O que torna os fungos sexualmente distintos é seu tipo de cruzamento,
denominados de tipo “a” ou “o” com base na reagdo de acasalamento, mating-type
(FERREIRA, 2005).

1.3.4 Aplicag0es
A histéria do uso de leveduras pela humanidade € antiga, principalmente devido

sua importancia industrial que se estende além da fermentacdo tradicional, afetando

outros setores comerciais, como ilustra a Figura 4.
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Figura 4 — Diversidade de areas que envolvem as leveduras na aplicacdo industrial e biotecnoldgica.

Fonte: adaptado de Walker, (1998).

A levedura S cerevisiae € amplamente utilizada para conversao de aglcares dos
diferentes substratos em varios produtos de interesse comercial através do processo de
fermentacdo, como aqueles utilizados na indUstria de alimentos para a producdo de
vinhos, cerveja, bioetanol e pdo. S cerevisiae também ¢é utilizada em estudos de
processos biotecnoldgicos como na industria quimica (producéo de enzimas, pigmentos,
saborizante de alimentos e fonte de medicamentos) na industria farmacéutica (vacinas,
hormdnios, probidticos e fatores sanguineos por leveduras geneticamente modificadas),
na tecnologia ambiental (controle bioldgico, biorremediacéo, utilizacdo de subprodutos
industriais e bioabsorcdo de metais), nas pesquisas biomédicas (metabolismo de drogas,
doencas genéticas humanas, cancer e AIDS), além das pesquisas fundamentais nas areas
de biologia celular, bioquimica, genética molecular e biologia molecular. As
fermentagcOes classicas sdo realizadas com reutilizacdo de células da levedura
S. cerevisiae, porque evitam 0s custos com a propagacdo do indculo, os quais incluem
consumo adicional de matéria prima e demanda de tempos mais longos de fermentac&o.

Nas destilarias brasileiras, o excedente de biomassa é retirado antes do inicio de cada
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novo ciclo de fermentacéo e utilizado no preparo de racdo animal e/ou bagago queimado
para a geracdo de energia (CECCATO-ANTONINI, 2008; GUEIROS, 2006; LALUCE,
1991; PRETORIUS, 2000; SOUZA et al, 2007).

1.3.5 Reutilizagdo de células na fermentagéo etandlica

A producdo de etanol no Brasil é atualmente realizada pelo processo de
fermentagdo em batelada alimentada ou continua, com reciclo de células, de forma que
contaminantes bacterianos também sdo reciclados e podem causar problemas devido a
competicdo pelo mesmo substrato. O controle bacteriano € feito pela adicdo de &cido
sulfarico na lavagem das células do fermento ou utilizagdo de biocidas
(BASSO et al., 2008; MENEEGHIN et al., 2008).

Um reator bioldgico pode ser operado das seguintes formas: a) forma
descontinua na qual o fermentador € reiniciado com um inéculo novo em cada batelada;
b) sistema de cortes ou semi-continuo, no qual uma parte do meio fermentado é retirado
e trocado por meio novo; c¢) sistemas descontinuos alimentados, nos quais diversos
reatores podem ser operados em paralelo; d) sistema continuo, no qual todos os reatores
participam de uma fermentacdo em cascata com ou sem reutilizagdo de células
(SCHIMIDELL et al., 2001). Atualmente o processo de reutilizacdo de células pelas
destilarias leva em torno de 200 a 300 dias dependendo de vérios fatores, como: regido
de producdo, condicdes meteoroldgicas, variedade da cana-de-acucar e da demanda do
mercado, onde estas células de leveduras sdo recicladas de 400 a 600 vezes durante a
safra da cana que ocorre normalmente de abril a novembro no Brasil
(AMORIN et al., 2011; ZARPELON; ANDRIETTA, 1992).

Durante os reciclos as células passam por inimeras interferéncias externas
oriundas do caldo, do ambiente e outras fontes, tornando-as vulneraveis a contaminagédo
bacteriana e mesmo de leveduras selvagens, além de que também sdo expostas
constantemente a condigdes estressantes como altas temperaturas e alcool, baixo pH,
componentes inibitérios do melago, metabolitos produzidos por bactérias, excesso ou
deficiéncia de sais e minerais (AMORIN et al., 2011; BASSO et al., 2008; OLIVEIRA;
PAGNOCCA, 1998). Nestes reciclos as células ndo podem ser apenas centrifugadas e
adicionadas novamente aos reatores, € necessario que elas passem por um tratamento de
descontaminacdo evitando assim a contaminacdo bacteriana, para iniciar a fermentacao

nas condicbes 6timas. Este tratamento consiste na incubagdo do leite de levedura em
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agua e acido sulfurico até pH 2,5 por aproximadamente 2 horas, para posteriormente
iniciar uma nova fermentagdo (SOUZA et al., 2007).

A vantagem de realizar reciclos com células é que em vez das celulas
converterem o aglcar em biomassa celular, mais agucar sera convertido em etanol do
que nos outros processos sem reciclo de célula. Uma desvantagem pouco estudada em
producdo de etanol combustivel é o surgimento de mutantes a medida que o processo
continua sob condicdes de estresse (SOUZA et al., 2007).

1.3.6 Interacdes entre leveduras em cultivos mistos

Compreender os efeitos das associacdes entre 0s microrganismos é fundamental
para realizacdo dos processos de fermentacdo industrial, principalmente nas culturas
mistas entre leveduras, como: i) interacdo entre leveduras; ii) condi¢fes da fermentagéo
(tipo de processo, alimentacdo, temperatura); iii) atividade metabdlica; iv) resisténcia a
estresses (térmico, alcodlico); v) escassez de nutrientes e presenca de inibidores
(BASSO et al., 2008; DORTA et al., 2006).

E muito comum nas destilarias brasileiras iniciar o processo de fermentagio com
uma determinada levedura “starter” ou até duas cepas diferentes da levedura
S cerevisae. Mas por ndo possuirem unidades de esterilizacdio do mosto, as
fermentacOes industriais sdo consideradas fermentacOes abertas, do ponto vista
microbioldgico, estando sujeitas a contaminacGes por bactérias e leveduras selvagens
(Saccharomyces e espécies ndo Saccharomyces), resultando em competicdo pelo
substrato com as cepas “stater” e os contaminantes (AMORIN et al., 2011; BASSO et
al., 2008; BARRAIJON et al., 2011).

Diferentes espécies de leveduras existem na matéria-prima (cana-de-agucar), no
solo e podem ser encontradas nas dornas de fermentacdo, sendo estas leveduras
denominadas como selvagens, ou seja, levedura que ndo foi introduzida
intencionalmente como indculo do processo. Entre estas leveduras existem cepas
capazes de sobreviver ao ambiente estressante da dorna, aumentando o rendimento
fermentativo (AMORIN et al., 2011). As leveduras do género Hanseniaspora, Candida,
Metschnikowia, Pichia, Kluyveromyces, Issatchenkia, Dekerae e Schizosaccharomyces,
sobrevivem juntas no mesmo mosto com a levedura Saccharomyces por serem
tolerantes ao etanol (FLEET; HEARD, 1993).
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Os metabolitos excretados durante o processo de fermentacdo parecem ser um
dos principais fatores para existéncia das interagbes entre 0S microrganismos,
principalmente, nas culturas mistas entre leveduras, seja pelo aumento de um
determinado produto (glicerol externo, acetaldeido e etanol) como pela assimilagédo do
produto de um microrganismo por outro. As interagdes mais conhecidas entre as
leveduras estdo relacionadas com a diminuicdo ou aumento de acidez, aumentos em

glicerol externo e modulagéo de sabores em bebidas fermentadas (FLEET, 2008).



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada... a7

2 Objetivos
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Objetivo geral

O objetivo do trabalho inicialmente propostos consistia em ensaiar variacbes nos
parametros de fermentacdo, além do acompanhamento da estabilidade geneética das
células da levedura 1QAr/45-2 em ciclos sucessivos de fermentacdo em batelada. No
entanto, estes objetivos tiveram que ser redirecionados, pois constatou-se que antes do
estudo da estabilidade genética era preciso padronizar o processo de fermentacdo com
reutilizagdo de células e que as leveduras interagiam entre si nas fermentacOes
industriais. Como resultado, os objetivos do presente trabalho consistiram em
padronizar o processo de fermentacdo da levedura 1QAr/45-2, bem como estudar as

interacOes desta levedura com as leveduras industriais em altas temperaturas.

Objetivos especificos:

a) padronizacdo de uma metodologia de clarificagdo do melago a ser utilizado nas
fermentacdes;

b) padronizacdo do tempo de alimentacdo e do fluxo de alimentacdo dos reatores em
escala de laboratério;

c) otimizacdo das condigdes de fermentacdo da levedura I1QAr/45-2 em ciclos
sucessivos com reutilizacao de células;

d) comparacdo das leveduras em fermentacOes Unicas pelo processo de batelada
alimentada a 40°C;

e) estudos das interacBes entre a levedura auxotrofica 1QAr/45-2 e as leveduras
industriais (PE-2, CAT-1, SA-1) em ciclos Unicos de fermentacgdo a 40°C.

Como, de um modo geral, esta temperatura limita a atividade fisiolgica das
leveduras da espécie Saccharomyces cerevisiae, sendo entdo selecionada para criar

condicdes de obtencdo de maiores diferencas entre os resultados dos experimentos.
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3 Materiais e Métodos
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3.1 Leveduras:

Linhagens S cerevisiae construida em nosso laboratério, da levedura 1QAr/45-2
obtidos por Souza et al (1997).

Linhagens de leveduras industriais PE-2, CAT-1 e SA-1 gentilmente cedidas
pelo Professor Doutor Luiz Carlos Basso da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz”, ESALQ, Piracicaba-SP.

As culturas destas leveduras foram estocadas a -80°C em solugé@o de glicerol
80% e também mantidas a 4°C em meio YPD solidificado. Culturas frescas destas

leveduras foram utilizadas para realizar os experimentos.

3.2 Técnicas de Cultivo

3.2.1 Melago

As amostras de melago de cana-de-aclcar utilizadas na pesquisa foram
gentilmente doadas pela Usina Sdo Martinho localizada na Fazenda Sdo Martinho em
Pradopolis-SP.

Também utilizou-se melaco cedido pela Usina Zilor Engenharia e Alimento
unidade S&o José e Biorigin em Macatuba-SP, que apresentava-se com as seguintes
caracteristicas: de 82 a 83°Brix e pureza de 66 a 68%.

3.2.1.1 Suplementacéo do Melaco

O melaco foi suplementado com 1,0 g.L™" de (NH,);HPO, (di-aménio fosfato,
DAP), 0,1 g.L™ de ZnS0,.7 H,0 (sulfato de zinco) e 0,1 g.L™" de MgS0,.7H,0 (sulfato
de magnésio), como descrito na literatura (LIMA; BASSO; AMORIN, 2001; SILVA,
2010, MUKHTAR et al., 2010). A suplementacdo do melaco foi adotada apenas para 0s

experimentos de fermentacdes.

3.2.1.2 Clarificagdo do melago em escala de laboratério

Modificacdes no processo de clarificacdo do melaco foram realizadas com base
em dados da literatura (CEBALLOS-SCHIAVONE, 2009; SGUAREZI et al., 2009;). A
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clarificagdo do melago foi realizada inicialmente diluindo-se o melago 2 vezes com agua
de torneira, seguido pelo ajuste do pH para 4,5 com H,SO4 6 mol.L™. Apés, o melaco
passou por aquecimento em vapor de autoclave a 100°C por 30 minutos. Terminado o
aquecimento o caldo foi mantido em repouso por 48 horas em camara fria (4°C), para
flotacdo das particulas suspensas. O sobrenadante foi sifonado utilizando uma bomba a
vécuo e Kitassato.

Como o trabalho foi realizado em condicdes estéreis, tornou-se necessario a
centrifugacdo do melaco clarificado por 15 minutos a 4700 rpm, para diminuicdo da
turvacédo presente (decantacdo dos microrganismos presentes no melago, como bactérias
e leveduras selvagens).

A clarificacdo do melaco foi acompanhada por medi¢cdes de densidade Optica a
600 nm em espectrofotdometro (BIOESPECTRO SP-22) para avaliacdo da pigmentacéo,
medidas de pH (pHmetro Marconi modelo PA200/P) e °Brix utilizando um refratdmetro

(Marca Biobrix) para medida dos s6lidos suspensos.

3.2.2 Propagacéo do fermento em melago em escala de laboratério

A obtencdo do inoculo para os processos fermentativos das linhagens
S cerevisiae foram feitas de forma asséptica através de seus sucessivos cultivos nos
meios formulados com melago clarificado em frascos Erlenmeyers em trés condi¢oes
distintas, baseado em Schmidell et al., (2001):

Propagacdo | (cultivo estacionario em 3 etapas) - o pré-indculo foi preparado com a
inoculagéo de 2 algas de cultura pura e fresca da levedura desejada em 25 mL de melago
4% em ART (m/v) contidas em Erlenmeyers de 125 mL. Este pré-inoculo foi mantido
em repouso (BOD) por 24 horas a 30°C. Apos este intervalo de tempo, este meio
(25 mL de melago 4% em ART) contendo a células foi vertido em um Erlenmeyer de
250 mL contendo 25 mL de melago 16% em ART (m/v) de ART, atingindo um volume
final de 50 mL de melaco 8% em ART (m/v) de ART. Este suspensdo foi novamente
mantida em repouso em BOD por 24 horas a 30°C. Ap06s as 24 horas de incubacdo, este
meio (50 mL de melago 8% em ART) contendo a células foi vertido um Erlenmeyer de
250 mL contendo 50 mL de melagco 24% em ART (m/v) de ART, perfazendo um
volume final de 100 mL de mela¢o 12% em ART (m/v) de ART. Esta suspenséo foi

mantida em repouso em BOD a 30°C por 12 horas, conforme ilustra a Figura 5.

o1
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Figura 5 — Fluxograma da propagacao do inoculo em trés etapas crescentes de agtcar a 30°C em repouso

(BOD).

Fonte: * Elaborada pela autora.

Propagacdo Il (em 3 etapas agitada) - o pré-indculo preparado com a inoculacao

de 2 alcas de cultura pura e fresca da levedura desejada em 25 mL de melago 4% em
ART (m/v) de ART contidas em Erlenmeyers de 125 mL. Este pré-indculo mantido
sob baixa agitacdo em shaker (100 rpm) por 24 horas a 30°C. Apos este intervalo de
tempo, este meio (25 mL de melago 4% em ART) contendo a células foi vertido
para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de melago 16% em ART (m/v) de
ART, atingindo um volume final de 50 mL de melago 8% em ART (m/v) de ART.
Este suspensdo foi novamente mantida sob baixa agitacdo em shaker (100 rpm) a
30°C. ApGs as 24 horas de incubacdo, este meio (50 mL de melaco 8% em ART)
contendo a células foi vertido um Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de
melago 24% em ART (m/v) de ART, perfazendo um volume final de 100 mL de
melago 12% em ART (m/v) de ART. Este suspensdo foi novamente mantida sob
agitacdo em shaker (100 rpm) a 30°C por 12 horas, conforme ilustra a Figura 6.

Figura 6 — Fluxograma de propagacao do inoculo em trés etapas crescentes de actcar a 30°C sob
agitacdo (100 rpm).

Fonte: *

! Figuras de 5-15, elaboradas pela autora.
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Propagacdo Il (4 etapas agitadas, 100 rpm) - o pré-in6culo foi preparado com a

inoculagdo de 2 alcas de cultura pura e fresca da levedura desejada em 50 mL de
melago 3% em ART (m/v) de ART contidas em Erlenmeyers de 125 mL. Este pré-
indculo foi mantido sob agitacdo em shaker (100 rpm) por 12 horas a 37°C. Apds
este intervalo de tempo, este meio (50 mL de melago 3% em ART) contendo as
células foi vertido para um Erlenmeyer de 250 mL contendo 50 mL de mela¢o 10%
em ART (m/v) de ART, atingindo um volume final de 100 mL de melago 5% em
ART (m/v) de ART. Esta suspensao foi mantida sob agitacdo em shaker (100 rpm) a
37°C. Apos as 12 horas de incubacdo, este meio (100 mL de melagco 5% em ART)
contendo a células foi vertido para um Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL de
melago 16% em ART (m/v) de ART, perfazendo um volume final de 200 mL de
melago 8% em ART (m/v) de ART. Esta suspenséo foi novamente mantida sob
agitacdo em shaker (100 rpm) a 37°C. Apo6s as 12 horas de incubacdo, as células
contidas no erlenmeyer foram vertidas em outro Erlenmeyer de 1000 mL contendo
200 mL de melago 24% em ART (m/v) de ART, perfazendo um volume final de
400 mL de melaco 12% (m/v) de ART, e incubado sob agitacdo a 37°C por
12 horas, conforme ilustra a Figura 7.

Figura 7 — Fluxograma de propagacao do inoculo em quatro etapas crescentes de aglcar no melago a

37°C.

Fonte: *

3.2.3 Preparo do leite de levedura

O leite de levedura consiste em uma suspensao concentrada de células. Apos

atingirem a concentracdo celular desejada para o cultivo, as células de leveduras foram

coletadas por centrifugacdo (centrifuga refrigerada - Fanen) a 4700 x g a 4°C durante 10

minutos e re-suspensas em agua deionizada estéril.
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As células foram suspensas em &gua estéril para se obter uma suspensdo de
células da ordem de 15-30 g.L™ (massa seca equivalente a 6%-12% em massa Umida,
v/v) medidos por turbidimetria. O leite de levedura obtido desta maneira foi utilizado

para inocular 0s mini-reatores.

3.2.4 Ativacao ou estocagem do leite de levedura entre ciclos de fermentacéo

Ativacdo ou revitalizacdo (indicada por crescimento ou manutencdo em
viabilidade), bem como a estocagem do mosto fermentado, ocorrem sem perdas de
viabilidade e com pouco crescimento celular. Foram analisadas varias condicfes de
estocagem das leveduras entre os ciclos de fermentacdo, acompanhadas por medidas de
viabilidade e aumentos de biomassa. As melhores condigdes foram as seguintes:

I) manter as celulas de levedura no proprio meio de fermentacdo a 4°C, sendo que no
inicio do préximo ciclo de fermentacdo as células foram lavadas 3 vezes em agua
deionizada estéril e re-suspensas na concentracdo desejada para iniciar uma nova
fermentacao.

I1) Células do leite de levedura foram coletadas do reator no final da fermentacéo por
centrifugacdo e lavadas por trés vezes em agua deionizada estéril e re-suspensas em
melago 5% e 8% (ART) a pH 4,5, formando um volume final de 100 mL (solucéo +
células). A suspensdo celular foi ativada por incubacdo agitada (100 rpm) a 37°C por

aproximadamente 15 horas.

3.2.5 Fermentagdes em batelada alimentada: Unicas e sucessivas

As fermentacdes foram realizadas em batelada alimentada, conduzidas em um
sistema composto por 4 mini-reatores de 200 mL de capacidade para um volume de
trabalho de 100 mL (Marconi-SA, modelo MA5002/4/200, Piracicaba, SP), como
demostrado na Figura 8. Este sistema de fermentacdo é equipado com controles
independentes para ajuste do pH (adi¢do basica), agitador magnético e amostradores que
podem ser operados independentemente e simultaneamente. Temperaturas foram
controladas de acordo com cada tipo de fermentacdo, variando de 30°C a 42°C, através
de &gua circulante proveniente de um banho-maria termostatico. Uma coluna de
resfriamento foi ligada a cada mini-reator e refrigerada por agua circulante a 4°C, para

evitar a evaporagéo do etanol.
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Figura 8 - Mini-reator utilizado nas fermentacdes em batelada alimentada, com capacidade para 200 mL
construido pela Marconi S.A. de Piracicaba (mod. MA502/4).

=== Sensor de temperatura

Sensor de pH & Condensador

Mangueira de alimentacéo ~N—-— — Amostradores

Reator

Fonte: *

Para padronizacdo do tempo de alimentacdo dos fermentadores foi realizado um
ciclo Unico de fermentagdo em batelada alimentada, utilizando uma bomba peristaltica
(MasterFlex®, modelo 7518-00, como na Figura 9) por 3 horas com um fluxo continuo
de aproximadamente 0,39 mL.min® e por 5 horas um fluxo continuo de
aproximadamente 0,23 mL.min™* de melago em uma concentracio em ART de 20% (em

relagéo ao volume final de fermentacéo).

Figura 9 — Bomba peristaltica MasterFlex®, modelo 7518-00 utilizada para alimentacéo dos

fermentadores.

Fonte: *
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3.3 Ensaios analiticos

Todas as medidas descritas abaixo foram feitas a partir da duplicata de amostras
retiradas do leite de leveduras apds a propagacéo, das solucdes estoques padrbes e dos

reatores, onde se calculou a média e o desvio-padrdo para cada uma destas medidas.

3.3.1 Medida de biomassa celular

A concentracdo de biomassa de todas as leveduras (IQAr/45-2, PE-2, CAT-1 e
SA-1) foram determinadas por medidas de densidades Oticas a 570nm usando-se um
espectrofotometro (Marca BIOESPECTRO SP-22), aos quais foram convertidas para
massa seca de células através da correlagdo obtida por curvas de calibracdo

(concentracdo de célula em g.L™ x A570nm) ver nas Figuras 10-13 no Apéndice A-D.

Procedimentos para obtencéo do fator de conversédo de massa Umida a massa seca:
suspensdes de cada linhagem de levedura em diferentes concentraces foram pipetadas
em membranas de éster de celulose com 25 mm de diametro e 0,65 um de didmetro
interno dos poros (Millipore, DAWP 02500) previamente pesadas, e em seguida lavadas
com agua miliQ. Depois de lavadas, as células foram secas sob luz infravermelha por
3 horas. As medidas das massas celulares foram realizadas em uma balanga analitica
apos a secagem e resfriamento das células e a diferenga entre a massa final e a massa
inicial das membranas indicou a massa seca das células. Para medidas de turbidimetria
foram utilizadas as mesmas diluicdes adotadas para pipetar nas membranas de éster de
celulose, com a finalidade de se produzir uma curva analitica da absorbancia medida em
funcdo da massa seca.

A equacdo obtida para a linhagem 1QAr/45-2 mostrou um coeficiente angular
a = 1,895 e coeficiente angular linear = 0,0078 (Figura 10 do Apéndice A).
Substituindo-se os valores na equacao da retay = ax + b, obtém-se a seguinte relacdo:

y =1,895 x + 0,0078 (1)

Onde:
y = absorbancia (nm)
X = biomassa seca (g.L™)



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada...

Substituindo-se as variaveis na equacao 1, obtém-se:

Abs = 1,895 x biomassa g.L™ + 0,0078 (2)
Biomassag.L™ = Abs—0,0078 x diluic&o (3)
1,895

Equacdo da reta obtida para a linhagem industrial PE-2, mostrou um coeficiente
angular a = 1,531 e coeficiente linear b=0,0073 (Figura 11 do Apéndice B).
Substituindo-se os valores na equacdo da retay = ax + b, obtém-se a seguinte relacdo:

y =1,531 x + 0,0073 4)
Onde:
y = absorbancia (nm)
X = biomassa seca (g.L™)

Substituindo-se as variaveis na equacao 4, obtém-se:

Abs= 1,531 x biomassa g.L™ + 0,0073 (5)
Biomassag.L* = Abs—0,0073 x dilui¢do (6)
1,531

Equacdo da reta obtida para a linhagem industrial CAT-1, mostrou um
coeficiente angular a = 1,742 e coeficiente linear b=0,0809 (Figura 12 do Apéndice C).
Substituindo-se os valores na equacao da retay = ax + b, obtém-se a seguinte relacéo:

y = 1,742 x + 0,0809 7
Onde:
y = absorbancia (nm)
X = biomassa seca (g.L™)
Substituindo-se as variaveis na equacao 7, obtém-se:

Abs = 1,742 x biomassa g.L™ + 0,0809 (8)
Biomassag.L™ = Abs—0,0809 x diluicdo (9)
1,742

J4, a equacdo da reta obtida para a linhagem industrial SA-1, mostrou um
coeficiente angular a = 1,535 e coeficiente linear b=0,0595 (Figura 13 do Apéndice D).
Substituindo-se os valores na equacao da retay = ax + b, obtém-se a seguinte relacdo:

y = 1,535 x + 0,0595 (10)
Onde:
y = absorbancia (nm)

x = biomassa seca (g.L™)
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Substituindo-se as variaveis na equacao 10, obtém-se:

Abs = 1,535 x biomassa g.L™ + 0,0595 (11)
Biomassag.L* = Abs— 0,0595 x dilui¢do (12)
1,535

Os valores de biomassa para todas as linhagens de leveduras foram calculados
em relacdo ao volume de meio no fermentador, no instante da amostragem e expressos

emg.L™.

3.3.2 Viabilidade celular

A viabilidade foi determinada pelo método de azul de metileno (LEE et al.,
1981), através da contagem celular ao microscopio Optico em camara de Neubauer,
onde as células com alta atividade fisioldégica (viaveis) se mantinham incolores,
enquanto as células ndo metabolizantes (mortas) incorporavam o corante azul
apresentando-se azuis (Figura 14). A viabilidade foi obtida pela relacdo (em
porcentagem) entre células viaveis e nimero total de celulas (vivas e mortas), de acordo

com a equacéo:

Viabilidade (%) = N° de céls vivas x 100
N° de céls vivas + N° céls mortas

(ou)

Viabilidade (%) = (NUmero de células vivas + Numero total de células) x 100

Figura 14 - Determinac&o da viabilidade celular de leveduras com azul de metileno. As células coradas
de azul sdo células mortas enquanto as incolores sdo células viaveis.

Fonte: *
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Composicao do azul de metileno (g.L™):

Glicose 10 g
KCI 0,429
CaCl,.6H,0 0,48¢g
NaHCO3 029
NaCl 9,09
Azul de metileno 0,25¢g
Agua deionizada q.s.p 1L

Procedimento: suspensao de células foi diluida em reagente de azul de metileno e apds
5 minutos foram feitas as contagens das células utilizando uma camara de Neubauer
espelhada e microscopio 6tico comum com aumento de 40x (Microscopio Carl Zeiss,

West Germany).

3.3.3 Dosagem de etanol

A concentracdo do etanol foi determinada nos sobrenadantes das culturas
separados por centrifugacdo a 10.400 x g a 4°C, utilizando um cromatégrafo gasoso
com um detector de ionizacdo de chama e usando uma coluna empacotada PAD/2499
(modelo CG-37; Instrumentos Cientificos, Sdo Paulo, Brasil). Os valores de etanol
obtidos foram expressos em % (v/v). A calibracdo do equipamento foi realizado através

de solucdes padrées de etanol nas respectivas concentragdes 0,5% e 1,0% (V/v).

Procedimento: o sobrenadante das culturas foram separados por centrifugacdo a
10.400 rpm a 4°C por 3 minutos (centrifuga Sorvall, Legend Mach 1.6R, Thermo) e o
pellet celular descartado e o sobrenadante armazenado a -4°C para posterior analise. O
sobrenadante foi diluido 10 vezes em &gua destilada e 4 pL deste diluido foi injetado ao
cromatdgrafo para se determinar a concentracdo de etanol nas amostras em funcdo do

tempo de retencéo.

3.3.4 Agucar residual total (ART)

O aglcar residual foi determinado utilizando o método do é&cido
3,5-dinitrosalicilico (MILLER, 1959) e expresso em ART (g.L™ de agtcar redutor total)
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apos a hidrolise da sacarose. Uma curva padrdo foi obtida, com o uso do
espectrofotometro BIOESPECTRO Visivel (SP-22), destinada a correlacionar a
concentracdo de glicose e absorbancia dos hidrolisados (Figura 15 no Apéndice E). A
equacdo obtida da curva padrdo mostrou um coeficiente angular a= 28,74 e coeficiente
linear b = -0,098, onde substituindo os valores na equacao da reta y = ax + b, obtém-se
a sequinte relacéo:

y = 2874x - 0,098 (13)
Onde:
y = absorbancia (hnm)
X = agUcares redutores totais (%)

Substituindo-se as variaveis na equacao 13, obtém-se:

Abs= 28,74 X ART % - 0,098 (14)
ART (%) = Abs + 0,098 x diluico (15)
28,74

Composigéo do reagente DNS (g/100mL):

Acido 3,5-dinitrossalicilico 1,0 g
Tartarato de sodio potassio 30,09
NaOH 164
Agua destilada q.s.p 100 mL

Procedimento: o sobrenadante das culturas foram separados por centrifugacdo a
10400 rpm a 4°C por 3 minutos (centrifuga Sorvall, Legend Mach 1.6R, Thermo) e o
pellet celular descartado e o sobrenadante armazenado a -4°C para posterior analise.

A mistura de reagdo (1,0 mL) foi desenvolvida com a adi¢do de 0,8 mL de
amostra (sobrenadante de cultura) mais agua destilada e acrescido de 0,2 mL de solu¢édo
de HCI 6 mol.L™ em tubos de ensaio. Em seguida, estes tubos foram incubados a 60°C
durante 7 min para hidrdlise do agUcar. A reacdo foi interrompida pela adicéo de 1,0 mL
de NaOH 2,4 mol.L™". A reacdo colorimétrica ocorreu com a adicdo de 2,0 mL do
reagente de acido 3,5-dinitrossalicilico, seguido por aquecimento a 100°C durante
5 minutos em banho de &gua fervente. As leituras foram feitas no espectrofotémetro
BIOESPECTRO SP22 a 546 nm.
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3.3.5 Proteina Total

A proteina total foi determinada pelo método do Biureto (ROBYT; WHITE,
1987), através da obtencdo de uma curva padréo de uma solucdo de soro-albumina 1,0%
correlacionando a absorbancia com a concentracdo de proteinas de acordo com
Coradello (2012), ver curva padrdo na Figura 16 do Anexo A. A equacdo da reta
mostrou um coeficiente angular a=0,751 e coeficiente linear b=-0,045, substituindo os
valores na equacdo da reta y = ax + b, obtém-se a seguinte relagéo:

y =0,751x + 0,045 (16)
Onde:
y = absorbancia (nm)
X = proteina total (%)

Substituindo-se as variaveis na equacao 16, obtém-se:

Abs = 0,751 x proteina (%) — 0,045 @an
Proteina (%) = Abs — 0,045 x diluicdo (18)
0,751

Os valores de proteina obtidos através da equacdo (18) foram expressos em

-1
l—lgproteina- MJcélulas -

Composigéo do reagente de Biureto (g.100mL):

CuS04.5H,0 0,39
Tartarato de sodio e potassio 099
NaOH 0,2N 50 mL
Kl 059
Agua destilada g.s.p. 100 mL

Procedimento: O processo de extracdo da proteina total foi realizado com uma
quantidade de 100 mg (massa seca) de células de levedura que foram
re-suspensas em 1,0 mL de solucdo tampédo de extragdo Tris/HCI 0,01 M, pH 7,2 e
adicionados em um tubo de vidro com parede espessa de 5 mL contendo 1,0 g de micro-
esferas de vidro ( 0,05mm de didmetro) a 4 °C. Em seguida, os tubos foram congelados
a -20 °C. As células foram rompidas em um agitador de tubos (Marca VELP, modelo
Zx3) durante 4 ciclos de agitacdo de 30 segundos e permanéncia em banho de gelo por
30 segundos nos intervalos entre as agitacbes. As micro-esferas de vidro e as células
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foram separadas por centrifugacdo em Eppendorf a 10.400 x g por 3 minuto a 4°C. Em
seguida, as proteinas coaguladas foram separadas por centrifugacdo a 10.400 x g por
5 minuto a 4 °C. A mistura da reacdo (sobrenadante + reagente de Biureto) foi a
seguinte: 2,0 mL de amostra acrescidos de 3,0 mL do reagente de Biureto. A mistura da
reacdo foi incubada por 10 minuto a 37 °C. As leituras de absorbancia foram feitas a
540 nm.

3.3.6 Trealose Intracelular

A dosagem da trealose intracelular foi realizada através do método de Antrona
(MAHMUD et al., 2009; ROTH, 1970; YEMM; WILLIS 1954). Uma curva padréo de
glicose 60 pg.mL™ foi obtida para relacionar a absorbancia com a concentracio de
glicose de acordo com Coradello (2012), ver curva padrdo na Figura 17 do Anexo B. A
equacdo da reta obtida mostrou um coeficiente angular a=0,030 e coeficiente linear
b=-0,009, onde substituindo os valores na equacdo da reta y = ax + b, obtém-se a
seguinte relag&o:

y = 0,030x -0,009 (19)
Onde:
y = absorbancia (nm)
x = glicose (pg.mL™)

Substituindo-se as variaveis na equacao 19, obtém-se:

Abs = 0,030 x glicose (ug.mL™) — 0,009 (20)
Glicose (ug.mL™) = Abs + 0,009 x diluic&o (21)
0,030

Os valores de glicose obtidos através da equacdo (21) foram convertidos em
trealose por meio da correlagdo entre seus respectivos pesos moleculares (PM), onde
1 molécula de trealose (PM = 342,23) é formada por 2 moléculas de glicose
(PM = 180,16), sendo os valores expressos em Ugieatose-MYcétulas -

Composicdo do reagente de antrona:

Antrona 40 mg
H,S04 95% 20 mL
Agua destilada g.s.p 1 mL
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Adicionou-se 40 mg de antrona a 1 mL de agua destilada, seguido pela adi¢ao de
20 mL de H,SO,4 95%. Este reagente deve ser preparado na hora do uso, e mantido sob

resfriamento durante a manipulagéo.

Procedimento: uma suspensdo contendo 100 mg de células foi centrifugada a
10.400 rpm a 4°C por 3 minutos (centrifuga Sorvall, Legend Mach 1.6R, Thermo) e o
pellet celular formado foi lavado por 2 vezes em agua miliQ. Reservou-se apenas o
pellet celular que foi utilizado para a extracdo da trealose através de uma solucdo de
4cido tricloroacético (0,2 mL de TCA) 0,5 mol.L™ mantidos a temperatura ambiente por
40 minutos (repetir operagdo 2 vezes). O sobrenadante foi separado novamente por
centrifugagdo a 10400 rpm, 4°C por 3 minutos. Os sobrenadantes resultantes das duas
extracOes foram reunidos para realizacdo do ensaio colorimétrico com leitura na faixa
de 620 nm.

3.3.7 Medidas de glicerol interno

O glicerol interno foi determinado por meio de uma reacdo enzimatico,
utilizando o Kit enzimatico de Triglicérides GPO Trinder (Laborclin, lote n: 10415006).
Uma curva padrdo de glicerol 0,208 mg.mL™ foi obtida para relacionar a absorbancia
com a concentragédo de glicerol de acordo com Coradello (2012) , ver curva padréo na
Figura 18 do Anexo C.

A equacéo da reta obtida mostrou um coeficiente angular a=92,17 e coeficiente
linear b=-0,001, onde substituindo os valores na equacédo da reta y = ax + b, obtém-se a

seguinte relagéo:

y =92,17x-0,001 (22)
Onde:
y = absorbancia (hm)
x = glicerol (mg.mL™)
Substituindo-se as variaveis na equacao 22, obtém-se:
Abs= 92,17 x glicerol (mg.mL™) — 0,001 (23)

Glicerol (mg.mL™) = Abs + 0,001 x diluigio (24)
92,17
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Os valores de glicerol obtidos através da equacdo (24) foram expressos em

1
HYgicerol- MJcélulas -

Procedimento: o processo de extracdo do glicerol interno € semelhante ao da proteina
total, onde 100 mg de células sdo suspensas em tampdo Tris/HCL 0,01 M a pH 7,2 ¢
lise celular induzida através de alta agitacdo. A reacdo colorimétrica (sobrenadante +
reagente de trabalho do kit enzimético) foi incubada por 10 minutos a 37 °C. As leituras
das absorbancias foram feitas a 500 nm. Para reacdo foi utilizado o Kit comercial
Triglicérides GPO Trinder (Cod. 743191, Lot. 10614038) marca Laborclin.

3.3.8 Medidas de pH

Foram obtidas leituras com o uso de um pHmetro digital da Marconi modelo
MA PA200/P.

3.4 Meios de culturas diferenciais

Os meios diferenciais sdo muito cobicados e importantes no acompanhamento
do processo industrial para deteccdo de mutantes e contaminantes, uma vez que sdo
utilizados na identificacdo e quantificacdo de microrganismos principalmente por
variagdes em coloragdo, forma e tamanho das colOnias resultante de corantes ou

deficiéncias nutricionais dos meios.
3.4.1 Preparo dos meios

Os corantes utilizados foram esterilizados por filtracdo em membrana éster de
celulose (filtro de 0,22 uM e de procedéncia MILLIPORE GSWP02500) e depois
adicionados aos meios.

Os meios de cultura foram preparados 2 a 7 dias antes da sua utilizacdo e durante
este periodo eles foram conservados em geladeira a 7°C, envolvidos por plastico filme e
armazenados em sacos plasticos hermeticamente fechados sob o abrigo da luz. As
colénias foram ampliadas com auxilio de um Esteroscépio (marca Tecnal modelo SQZ),
e para captura das fotos utilizamos uma maquina fotogréafica (Marca Nikon Coolpix
L5).
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Para confirmar se as colonias obtidas ap0s crescimento eram de leveduras ou
bactérias utilizamos um microscopio (Marca Olympus CBA) com um aumento de 1.000
vezes para levedura e utilizando com 6leo de imersao para visualizagdo de bactérias.

A populacgéo de células das amostras foram plaqueadas nos seguintes meios:

a) Meio YPD - é um meio rico, recomendado por Sherman e Hicks (1999) para
crescimento de leveduras Saccharomyces cerevisiae.
A composicdo do meio (%, p.v™):

Extrato de levedura 1%
Peptona 2%
Glicose 2%
Agar 2% (em meio sdlido)

Procedimento: todos os componentes quimicos foram misturados em agua destilada e
esterilizados em autoclave por 20 min. a 121°C. Apos a esterilizagdo, os meios foram

vertidos em placas de Petri 90 x 15 cm.

b) Meio Nagai (1963) — utilizado para isolamento de variantes morfol6gicos. Este meio
permite observar a variabilidade genética das col6nias, devido o crescimento de
colonias com diferentes tamanhos e coloragdes.

A composicdo do meio (%, p.v™):

KH,PO,4 0,15%
(NH4)2S04 0,15%
MgSO,. 7 H,0 0,2%
Peptona 0,15%
Extrato de levedura 0,15%
Glicose 2%

Agar 1.2 %
Eosina 8-15 mg/L
Azul de Tripano 15-20 mg/L

Procedimento: esterilizou-se 0 meio basal contendo Agar suspenso, extrato de levedura
e peptona em autoclave a 121°C por 20 min a 1 atm. e, em seguida, adicionar 0s

65



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada... 66

volumes necessarios das solugdes de glicose, KH2PO,4, (NH4),SO4, MgSO4 + 7 H,0

bem como a solugdo de corantes.

c) Meio WLN - recomendado para isolamento seletivo e enumeracdo de
microrganismos encontrados em industrias de fermentacdo e cervejarias. Foi utilizado o
meio comercial Himedia (M115-500g, Lot. 0000075378).

A composicdo do meio (%, p.v™):

Caseina enzimatica hidrolisada 0,5%
Extrato de Levedura 0,4%
Glicose 5,0%
Fosfato monopotassico 0,055%
Cloreto de potassio 0,0425%
Cloreto de célcio 0,0125%
Sulfato de magnésio 0,0125%
Cloreto férrico 0,00025%
Sulfato de manganés 0,00025%
Verde Bromocresol 0,0022%
Agar 2%

Procedimento: todos os componentes foram misturados em agua miliQ (18,3 pureza) e
esterilizados em autoclave por 20 min. a 121°C. apds a esterilizagdo o meios for vertido

em placas de Petri.

3.5 Tratamento Estatistico (CALLEGARI-JACQUES, 2003)

Os testes estatisticos sdo utilizados em pesquisas para comparar condi¢des
experimentais, pois estes testes validam os resultados, permitindo uma maior
confiabilidade.

Segundo Callegari-Jacques (2003), o Teste Student (t) consiste em formular uma
hipotese nula ou alternativa, e aplica-lo a funcdo de probabilidade (p-valor) da
distribuicdo normal dos valores, onde P<0,05 indica médias estatisticamente diferentes,
enquanto P > 0,05 indica que as médias sdo estatisticamente equivalentes. O teste-F foi
aplicado antes do teste t para analisar a variancia das médias, utilizando um nivel de
significancia de 0,05 (0=0,05).
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O Qui-Quadrado (x°) também chamados por testes de distribuicdo livre foi
aplicado para valores em viabilidade utilizando um nivel de significancia de 0,05.

Os experimentos foram realizados em duplicata, obtendo uma media e desvio
padrdes para cada tempo. Adotamos nivel de significancia de 0,05 (0=0,05), podendo
assim afirmar que a hip6tese nula é rejeitada como nivel de confianca de 95%. Para
realizar os testes estatisticos foi utilizado o programa Excel (2007).

Os gréaficos obtidos neste trabalho foram plotados no software OringinPro 8.00
(Oringin Lab Corporation).

3.6 Calculos dos Parametros cinéticos da fermentacédo (HISS, 2001; RIVERA et al.,
2006)

Os estudos cinéticos de uma fermentacdo tem como objetivo a analise da
velocidade de transformacdo do substrato em produto e em material celular em fungéo
do tempo de fermentagéo.

3.6.1 Velocidades especificas de transformacéo

Os dados coletados a partir dos ensaios fermentativos foram utilizados para
calcular as velocidades especificas de crescimento celular (ux — Equacao 25), formacao
de produto (p,, Equagdo 26) como mostrado abaixo. Para tal, foram utilizados os
softwares Origin 8.0 e Microsoft Excel 2007.

SRR
1 .dP
Mo =34 (26)

3.6.2 Fator de conversao de substrato a células

O fator de converséo do substrato em celulas (Y x;s) fornece a quantidade celular
produzida por grama de acglcar consumido. Este parametro expressa a quantidade de
massa células produzida por grama de acUcar consumido, sendo calculado pela
Equacdo 27:
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(27)
Onde:

Xo= concentragéo celular inicial

X= concentracao celular no instante t

So= concentracao inicial do substrato

S= concentragéo residual do substrato no instante t
3.6.3 Fator de Conversao do Substrato em Produto (Ypss)

O fator de converséo do substrato em produto (Ygs) foi calculado como ilustra a
Equacéo 28, abaixo:
Pi—R (28)

Yp/s =

P
Onde: S —%

P; = concentragéo final de etanol (g.L™);

Po = concentragéo inicial de etanol (g.L™);

St = concentracdo de aclcar final (g.L™);

So = concentraco inicial de agtcar (g.L™);

Yp/s (rendimento em produto) = quantidade de produto formado em relacdo a
quantidade de substrato limitante consumido.

3.6.4 Produtividade (g.L™.h™)

A produtividade das fermentagfes foi calculada, utilizando-se os valores de
etanol produzido em (g.L™) e o tempo total de fermentagdo (h), segundo a
Equacdo 29, uma vez que este pardmetro possibilita o célculo da velocidade de
transformacdo do acucar em etanol, sendo que quanto maior o valor melhor a levedura
para 0 processo:

Pro= PF_I_ R (29)

F

Onde:

Po= Etanol inicial;

Pe= Etanol final;

Te= Tempo total de fermentagéo;
Pro= produtividade.
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3.6.5 Rendimento etandlico

O rendimento fermentativo baseia-se na estequiometria da fermentacédo
etanolica,
utilizando-se os valores de etanol produzido (g.L™) e dos ART no caldo (g.L™), pela
Equacéao 30:

P.

Rendimento (%) =——— o
So x 0,511

100 (30)

Onde:
Pe= Etanol final;

So - concentrago inicial de agtcar (g.L™).
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4 Resultados e Discussées
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Os resultados obtidos durante a coleta de dados estdo descritos em topicos que

aparecem ao longo do texto a seguir.

4.1 ESCOLHA DO METODO PARA CLARIFICACAO DO MELACO

As impurezas existentes no caldo da cana fizeram surgir nas usinas e destilarias
equipamentos capazes de fazer um tratamento deste o caldo de cana ou xarope para
retirada destas particulas insoliveis (como areia, argila, bagacilho, etc...), tratadas
através do peneiramento e das impurezas sollveis através do tratamento com produtos
quimicos. Essas impurezas acabam por saturar o processo de fabricacéo de alcool, pois
compromete a qualidade do produto final, além de prejudicar o funcionamento dos
decantadores, podendo ate chegar a paradas e onde se perde alcool (BASSETTO, 2006).

A clarificacdo do caldo de cana realizada logo ap6s a moagem tem como
objetivo remover as impurezas do caldo através da adicdo de agentes quimicos, para
coagular parte da matéria coloidal (ceras, graxas, proteinas, gomas, pectinas, corantes),
precipitar certas impurezas (silicatos, sulfatos, &cidos organicos). Forma-se um
precipitado insolivel que é eliminado por posterior decantacéo e filtragdo.

Os experimentos foram realizados com decantagdo do melaco tratado a 30°C
(Tabela 1) e 4°C (Tabela 2).

A Tabela 1 mostra os efeitos do tempo de decantacdo do melaco deixado em
repouso por diferentes tempos em BOD a 30°C ap6s 0 aquecimento em autoclave (a
100°C por 30 min.) para decantacdo das particulas insoluveis.
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Tabela 1 — Efeito do pH inicial ajustado com acido sulfirico ou adi¢do de fosfato antes do
aquecimento (100°C por 30 min) em vapor de autoclave e tempo de decantacdo do melago em
BOD a 30°C.

Procedimentos Medidas de Variaveis no da decantacdo
Aditivos adicionados ao
melago para ajustedo | Tempo de decantagéo pH °Brix ADbss0 nm™®
pH
@ 0 0,700
Controle 5,29 43,50 (100%)
0,560
Controle® 24 hs 5,08 42,50° (20%)
(sem adicoes) o 0,587
36 hs 5,11 42,50 (16.1%)
o 0,587
48 hs 5,11 43,00 (16.4%)
@ 0,693
Controle 5,28 43,25° (1%)
Adicao de 24 hs 5,08 42,750 ?lg’o%
NaHzP(1)4 .HO 0,567
(1,59.L™" pH5.0) 36 hs 5,12 43,50 (1’9%)
o 0,567
48 hs 5,12 43,50 (19%)
@ 0,627
Controle 3,00 42,50° (10,4%)
o 0,753
Adicio de H,SO, 2 2,90 42,50 (7.6%)
(pH 3,0) o 0,767
36 hs 2,92 42,75 (9.6%)
o 0,747
48 hs 2,93 44,00 (6.7%)
@ 0,640
Controle 4,5 43,75° (8.6%)
24 hs 4,41 42,000 (?553%2)
Adigao de H,SO, 0,593
(pH 4,5) 36 hs 4,45 43,50 (15.3%)
o 0,587
48 hs 4,45 42,50 (16.1%)
@ 0,680
Controle 5,0 43,00° (2.8%)
24 hs 4,82 40,25° (?553?,2)
Adicéo de H,SO, 0 580
(pH 5,0) 36 hs 4,88 42,50 (1%,1%)
o 0,593
48 hs 4,86 43,25 (15.3%)

® Controle medidas antes do tratamento por vapor em autoclave por 30 min. a 100°C.

®) Absorbancias a 600 nm em amostras do melago clarificado diluidas 15x; Valores relativos no final da
clarificacao: em relacéo ao controle sem aditivos e ajuste de pH, considerado como 100%.

Fonte: ®Elaborada pela autora.

2 Tabelas de 1-18, elaboradas pela autora.
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A Tabela 1 apresenta os resultados obtidos com os diferentes tratamentos
realizados com o melaco (adicdo de &cido sulfurico, fosfato mono hidratado de s6dio)
seguido por decantacdo em BOD a 30°C em diferentes tempos. Absorbancias a 600 nm
do melago clarificado foram determinadas considerando-se 100% a absorbéancia do
experimento controle sem adi¢do de acido sulfarico e fosfato. Os resultados mostram
que tratamento com &cido sulfurico quando em pH 4,5 e/ou 5,0 foram eficazes para
remocdo de cor do melago. Os melhores tratamentos para 0 melago consistem no
seguinte: adicdo de H,SO4 (pH 4,5) sob incubacdo por 48 horas, ou adicdo de 1,5 g.L™
de fosfato mono hidratado de sddio, uma vez, que eles levaram a uma maior remogéo de
melandides (respectivamente de 16,1% e 19%).

A condicdo na qual se adicionou acido sulfurico até pH 4,5 foi a selecionada
pelas seguintes razbes: a) o pH ndo variou; b) menor variacdo em °Brix; e ¢) maior
eliminacdo de pigmentos melandides pela medida de absorbancia a 600 nm.

A Tabela 2 mostra os efeitos do tempo de decantacdo do melagco em repouso nos
diferentes tempos (24, 36 e 48 h) em camara fria a 4°C ap6s 0 aquecimento em

autoclave, para decantacdo das particulas insolaveis.
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Tabela 2 — Efeito do pH inicial ajustado com acido sulfarico ou adicdo de fosfato antes do
aquecimento (100°C por 30 min) em vapor de autoclave e tempo de decantacdo do melago em
camara fria a 4°C.

Procedimentos Medidas das Variaveis durante a decantagao
Aditivos adicionados ao
melago para ajustedo | Tempo de decantagéo pH °Brix ADbss0 nm™
pH

Controle® 5,12 43,50° (?6%9/?)

o 0,486

Controle 24 hs 5,09 43,50 (20,1%)
(e aelie) 36 hs 5,19 43,00° (gi“;/go)
48 hs 5,13 43,75° (gé‘ﬁ)

@ o 0,556

Controle 5,13 40,75 (8.5%)

Adicéo de 24 hs 5,09 38,25° (2%41‘5;)
NaH,PO, . H,O 0 "139
(15 g/L™" pH 5.0) 36 hs 5,21 40,75° oo
o 0,438

48 hs 511 40,50 (27.9%)

@ ° 0,509

Controle 3,10 41 (16.3%)

o 0,542

Adicao de H,SO, 24 bs 3,07 4L75 (10.8%)
(pH 3,0) o 0,558

36 hs 3,14 40,75 (8.2%)

48 hs 3,11 42,75° (%205/;

Controle® 45 39,25° (%5320/70)

24 hs 4,45 40,00° (2;48?;2)

Adicéo de H,SO, 0 ;132
(pH 4,5) 36 hs 4,63 39,25° (2é 9%)

o 0,418
48 hs 4,55 40,75 (31.29%)

@) o 0,490

Controle 5,0 38,50 (19.4%)

24 hs 4,92 39,75° (gé4ﬁ/5o)

Adicéo de H,SO, 0 ;133
(pH 5,0) 36 hs 5,08 40,25° oo

° 0,427

48 hs 5,00 40,00 (29,7%)

® Controle medidas antes do tratamento por vapor em autoclave por 30 min. a 100°C.

®) Absorbancias a 600 nm em amostras do melago clarificado diluidas 15x; Valores relativos no final da
clarificacao: em relacéo ao controle sem aditivos e ajuste de pH, considerado como 100%.

Fonte:

A Tabela 2 descreve os resultados obtidos com os diferentes tratamentos
realizados ao melaco (acido sulfdrico, fosfato mono hidratado de sédio e sem adicdo de
acido ou sal) deixado em repouso na camara fria a 4°C por diferentes tempos. A
densidade optica (DO) da solucdo de melago obtida pela leitura de absorbancia do
experimento controle sem o pré-tratamento foi 0,608 (considera-se 100%). Os

resultados obtidos mostram que tratamento com &cido sulfdrico em pH 4,5 e/ou 5,0



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada...

foram eficazes para remocdo de cor do melago, levando a uma reducdo de 31,2% e
29,8%. A adicdo de fosfato mono hidratado de sodio também demonstrou remogao de
cor do melago (27,9%).

Comparando as Tabelas 1 e 2 observamos que houve variacdo de precipitacéo
apenas durante a decantacdo a 30°C, ou seja, quando o pH foi reduzido com acido
sulflrico até 4,5., e os valores de pH e de °Brix pouco variaram. Assim a decantagdo a
40°C reduz a degradacdo dos componentes do melaco em melandides.

A Tabela 2 indica que o repouso a 4°C foi mais eficiente, pois levou a uma perda
de material melanoide de 31,2%. Portanto a condi¢do de escolha é adigdo de H,SO4

(pH 4,5) em descanso por 48 horas a 4°C em camara fria.
4.2 PROPAGACAO EM MELACO NAO SUPLEMENTADO

As propagacOes da levedura I1QAr/45-2 foram realizadas em etapas de
concentracbes crescentes de aclcar no melaco. Propagacdes em melaco de
concentragdes crescentes sdo realizadas em destilarias em comego de safra
(SCHMIDELL et al., 2001).

4.2.1 Efeito da concentracdo do agucar no melago ndo suplementado sobre as trés
etapas de propagacéo da levedura IQAr/45-2 a 30°C sem agitacéo (propagacéao I)

A Figura 19 mostra as curvas que correlacionam a biomassa, o etanol e o agtcar
consumido pela levedura 1QAr/45-2 em fungéo do tempo de propagagdo a 30°C sem
agitacao.

75
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Figura 19- Reproduzindo os dados da tabela 3 avaliamos o efeito do aumento progressivo da
concentracdo de agucar no melago (melago 4% -M-, melaco 8% -@- e melago 12% - A-) em cada uma das
trés etapas de propagacdo da levedura IQAr/45-2 sobre as curvas de tempo de biomassa (A), etanol (B) e
acucares redutores totais — ART (C) em repouso (BOD) a 30°C. A viabilidade nédo variou, ficando em
aproximadamente 99% =+ 0,2 durante o crescimento.

Fonte: ®Elaborada pela autora.

Nas curvas descritas na “parte A” da Figura 19, observa-se auséncia de
crescimento em melago 4% durante 24h de propagacdo. Além disto, um crescimento
significativo s6 foi observado em melaco inicial 8% ap6s 9h atingindo um valor de
1,2g.L™" ap6s 24h a 30°C. O meio contendo células propagadas em melaco 8% foi
vertido no meio concentrado 2x, atingindo um volume de 100mL com melago 12%.
Apbs 24h de propagacdo em melaco 12%, o rendimento de biomassa foi de 6,7g.L™
enquanto que o etanol produzido foi de 8.3% (“parte B”, Figura 19). O acUcar residual
(“parte C”, Figura 19) caiu ao longo da propagagdo atingindo um valor minimo em
24h, sendo que em melago 8% um méximo de agucar residual foi obtido em 4h. Parece
que em melago 8% ocorre uma adaptacao a concentragdes elevadas de melago.

A Tabela 3 retine as medidas finais obtidas com a levedura IQAr/45-2 relativas a

viabilidade, biomassa, etanol e aclcar residual, ja descritos na Figura 19.

® Figuras de 19-37, elaboradas pela autora.
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Tabela 3 — Efeito do aumento progressivo da concentracdo de actcar no melaco (4%, 8% e
12%) sobre os valores iniciais e finais das medidas descritas na Fig. 22, para viabilidade,
biomassa, etanol, aclcares redutores totais (ART) nas trés etapas da propagacdo da levedura
IQAr/45-2 em cultivo estacionério (BOD) a 30°C.®

Concentracdo do melago em cada etapa da propagagéo

Parametros da propagacao (%, ART)
4 8 12

Volume de meio g (ML) 25 50 100
Tempo total da propagacao (h) 24 24 24
Médias Biomassa

Inicial (g.L™Y) 0,18 +0,12 0,22 +0,10 1,8+0,1

Final (g.L ) 0,25+0,10 1,27 £0,45 6,7+0,1
Actimulo ginar - imiciat (9.L™) 0,06 1,05 4,91
Média Etanol i, (%, VIV) 1,2+0,1 1,7+0,1 8,3+0,0
Média ART gna (%) 1,9+£0,0 2,8+0,2 25+0,3

@ A viabilidade ndo caiu, mostrando valores ao redor de 99% durante as 3 etapas de propagacéo.

Como ja descrito na Figura 19 a Tabela 3 mostra que 0 acumulo de biomassa foi
muito baixo em melaco 4% e 8%, ocorrendo uma elevagdo significativa sé no final da
propagacdo em melaco 12%. A reducdo do aclcar ndo foi significativa durante a
propagacdo em melaco 8%. Portanto, com base nestes dados a condigdo selecionada

deve envolver 24 horas de crescimento em cada etapa.

4.2.2 Efeito do aumento progressivo da concentracdo de acglcar no melaco nao
suplementado, relacdo Volrasco/ VOImeio € da agitacdo sobre a propagacdo em trés
etapas da levedura IQAr/45-2 a 30°C.

A Figura 20 demonstra acimulo de biomassa produzido durante a propagacéo da
levedura 1QAr/45-2 com aumento progressivo da concentracdo do melago, em relacéo a
propor¢do Volsasco/VOImeio de 5:1 na parte A e C e propor¢do 5:2 na parte B e D.
Observa-se acimulo de biomassa em ambas as proporcoes de meio utilizadas. A maior
biomassa obtida no final da propagacéo foi de 4,5g.L™ (0,45g/100mL) na proporcao de
5:1 e 3,94g.L™ (0,78g9/200mL) na proporcéo 5:2, ambos em cultivo agitado a 30°C.
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Figura 20 - Reproduzindo os dados da tabela 4 avaliamos o efeito do aumento progressivo da
concentracdo de aclcar no melaco, da relacdo VOlsaseo/VOlmeio (propor¢do 5:1 na parte “A” e “C”,
propor¢do 5:2 na parte “B” e “D”) e da agitag¢do (100 rpm em “shaker” ou sem agitagdo em BOD) sobre
os valores iniciais (-l-) e finais (-C1-) de biomassa durante as trés etapas consecutivas de crescimento da
levedura IQAr/45-2 a 30°C. A viabilidade ndo variou, ficando em aproximadamente 98,6% + 1,47.

A Tabela 4 mostra os valores descritos na Figura 20 para medidas biomassa
durante a propagagdo da levedura IQAr/45-2 com 0 aumento progressivo da
concentracdo do melago, em relacdo VOlsasco/ VOImeio @ 30°C variando-se a condigédo de
incubagdo (BOD ou “Shaker”).
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Tabela 4 — Efeito do aumento progressivo da concentracdo de acicar no melaco, da relacdo
VO0lfrasco/ VOl meio (propor¢do 5:1 na parte “A” e “B”, propor¢do 5:2 na parte “C” ¢ “D”) e da
agitacdo (“shaker” ou sem agitacdo) sobre os valores iniciais e finais de biomassa descritos na
Fig. 20 durante as trés etapas consecutivas de crescimento da levedura IQAr/45-2 & 30°C.®

Condicoes de Propagacéo Biomassa (g.L %)
Etapas _ Final
da '?,5-)'— V”a(sﬁ;’]/a/)me"’ Agitacdo Média Inicial Média Final acumulada
propagacdo ° (Final-Inicial)
BOD
125:25P (sem agitacio) 0,21+0,01 0,30+0,02 0,09
(5:1) “Shaker”
0,21+0,01 0,37 +£0,02 0,16
10 4 (100rpm)
BOD 011+001  0,18+0,01 0,07
125:50° (sem agitagao)
(5:2) “Shaker”
(100rpm) 0,12+0,01 0,22 +£0,00 0,10
BOD
25050 (sem agitacio) 0,33+0,03 0,47 £0,01 0,14
®:1) “Shaker” 039+0,02 1254022 0,87
20 8d (100rpm)
BOD
250:100° (sem agitacio) 0,19+0,01 0,44 +£0,03 0,25
(5:2) “Shaker”
(100rpm) 0,25+ 0,03 2,06 £0,13 1,81
BO.D = 0,67 +0,03 2,14 £ 0,05 1,47
500:100° (sem agitagéo)
(5:1) “Shaker”
1,54 +0,22 6,08 + 0,26 4,54
30 124 (100rpm)
BOD
500:200° (sem agitacio) 0,64 + 0,01 2,15+0,18 1,51
(5:2) “Shaker”
(100rpm) 2,30 £ 0,05 6,24 £ 0,04 3,94

- A viabilidade nédo caiu, mostrando valores ao redor de 98,6% + 1,47 durante as 3 etapas de propagacdo agitadas ou ndo.
® Quantidades crescente de melago em um volume final de até 100 mL na proporgéo 5:1 (Vol Frasco: Vol meio)
© Quantidades crescente de melago em um volume final meio propagado de 200 mL na proporgéo 5:2 (Vol Frasco: Vol meio)

As melhor condicdo de propagacdo constitui-se no uso de cultivo agitado,
principalmente na proporc¢ao (Vol frasco: VO meio) de 5:2 a 30°C.

4.2.3 — Efeito do aumento progressivo da concentracdo do acucar no melago nao
suplementado sobre as trés etapas de propagacao da levedura 1QAr/45-2 em baixa
agitacdo (100rpm) a 30°C (propagacéo IlI).

A Figura 21 mostra a curva que correlaciona o acimulo de biomassa em funcao
do etanol produzido e do aglcar consumido pela levedura IQAr/45-2 durante a
propagacao agitada (100 rpm) a 30°C.
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Figura 21 - Reproduzindo os dados da tabela 5 avaliamos o efeito do aumento progressivo da
concentracdo de aclcar no melago, (melaco 4% -M-, melaco 8% -@®- e melaco 12% -A-) sobre as
medidas de biomassa (A), etanol (B) e aclcares redutores totais — ART (C) nas trés etapas da propagacgao
da levedura 1QAr/45-2 incubadas a 30°C sob baixa agitacdo. A viabilidade ndo variou, ficando em
aproximadamente 99 % + 1,5 ao longo das trés etapas de propagacao.

Nas curvas descritas na Figura 21 (parte A), observa-se um maior acimulo de
biomassa quando o melaco 12% (4,6g.L™) foi utilizado e, mais especificamente, apds
12 horas de propagagéo. O rendimento da biomassa final em melago 8% ap0s 24 horas
foi bem menor (1,8g.L™), sendo que o crescimento s6 foi iniciado neste melago ap6s
8 horas de propagagdo. As curvas de producdo de etanol durante as etapas de
propagacdo apresentaram perfis semelhantes aos descritos para o acimulo de biomassa
(Figura 21, parte B). Quanto ao consumo de acUcar (Figura 21, parte C) podemos
observar que na segunda etapa de propagacdo em melago 8%, a levedura 1QAr/45-2 ndo
consumiu até 8 horas de incubacdo o acUcar, passando a assimilar pouco agucar acima
deste periodo.

A Tabela 5 mostra as medidas de viabilidade, biomassa, etanol e agtcar residual
(ART) obtidas durante a propagacdo da levedura 1QAr/45-2 com aumento progressivo

da concentragdo de acucar no melago em baixa agitacdo (100 rpm) a 30°C.



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada... 81

Tabela 5 — Efeito do aumento progressivo da concentracdo de aglcar no melaco sobre as
medidas finais de viabilidade, etanol, aglcares redutores totais (ART) descritas na Fig. 21 e
biomassa (inicial e final), nas trés etapas da propagacdo da levedura 1QAr/45-2 com pouca
aeracdo (agitacdo de 100 rpm) a 30°C.*

Concentracdo do melago em cada etapa da propagagéo

Parametros da propagacao (%o, ART)
4 8 12

Volume final de meio (mL) 50 100 200
Tempo de incubacao (h) 24 24 24
Médias Biomassas

Inicial (g.L™Y) 0,07 +0,03 0,10 +£0,00 1,57 £0,15

Final (g.L™) 0,14 +0,05 1,96 £ 0,21 6,19 + 0,09
Actimulo ginai - micia (9.L™) 0,07 1,86 4,62
Média Etanol iy (%6, V/V) 0,6+0,1 29103 50+0.1
Média AR Tfina (%6) 26+1,3 1,6 +0,9 1,1+0,1

?viabilidade ndo variou, ficando em aproximadamente 99 % =+ 1,5.

A Tabela 5 confirma os dados mostrados na curva da Figura 21 quanto aos
efeitos do aumento progressivo da concentracdo do melaco da levedura 1QAr/45-2 sobre
0 acimulo de biomassa.

Comparando-se a Figura 19 com a Figura 21, observamos que as condicGes de
propagacéo da levedura 1QAr/45-2 ndo variaram quanto aos parametros fermentativos,
no entanto, observou-se que a condicdo agitada levou a um maior acimulo de biomassa

em 12 horas de incubacéo.
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4.2.4 Efeito do aumento progressivo da concentracdo de agucar no melago nao
suplementado durante as quatro etapas da propagacdo da levedura 1QAr/45-2,
comparando com as 3 leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) a 37°C sob
agitacdo (propagacao Il1).

A Figura 22 correlaciona o acumulo de biomassa em funcdo do etanol
produzido e do agucar consumido durante as 4 etapas de propagacdo (propagacdo I1I)
em baixa agitagdo (100 rpm) a 37°C da levedura 1QAr/45-2 comparando-a com as 3
linhagens industriais (PE-2, CAT-1 e SA -1). Os maiores rendimento de biomassa

ocorreram com as trés leveduras industriais.

Figura 22 - Reproduzindo os dados da tabela 6 avaliamos o efeito do aumento progressivo da
concentracdo de acuicar no melagco (melago 3%, 5%, 8% e 12%) sobre as medidas de biomassa (A), etanol
(B) e acucares redutores totais — ART (C) em cada uma das quatro etapas da propagacdo da levedura
IQAIr/45-2 e das leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) em baixa agitacdo a 37°C.

A Tabela 6 demonstra o efeito do aumento progressivo da concentracdo de
acucar no melago sobre as medidas finais de viabilidade, etanol, agucares redutores
totais (ART) e biomassa, nas quatro etapas da propagacao (propagacéo I11) da levedura
IQAr/45-2 e das trés leveduras industriais PE-2, CAT-1 e SA-1 em baixa agitacédo
(100 rpm) a 37°C mostrando que a levedura 1QAr/45-2 apresenta um crescimento
limitado. A Tabela 6 mostra que o0 crescimento é muito pequeno nas duas primeiras
etapas da propagacao para as 4 leveduras e, assim, talvez pudessem ser suprimidas do
processo.
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A Figura 22 e Tabela 6 comparam a levedura 1QAr/45-2 com as trés leveduras
industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) durante a propagacdo 37°C. As leveduras industriais
apresentaram um actmulo médio de biomassa da ordem de 5,9g.L™ no final da
propagacgdo, enquanto a levedura hibrida 1QAr/45-2 demonstrou um rendimento de
biomassa da ordem de 2,5g.L™, o que sugere que esta levedura apresenta alguma

deficiéncia nutricional (dados ndo publicados) para este crescimento a 37°C.

Tabela 6 — Efeito do aumento progressivo da concentracdo de aglcar no melaco sobre as
medidas finais descritas na Fig. 22 para viabilidade, etanol, acucares redutores totais (ART) e
biomassa (inicial e final), nas quatro etapas da propagacdo da levedura 1QAr/45-2 e das trés
leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) em baixa agitacdo a 37°C.*

E g . Leveduras
tapas de propagagao IQAr/45-2 PE-2 CAT-1 SA-1
1° Etapa (Melaco 3%)
Volumeota de meio (ML) 50 50 50 50
Tempo incubagdo (horas) 12 12 12 12
Média das Biomassas
Inicial (g.L™Y) 0,08 + 0,00 0,07 £0,00 0,09 £ 0,01 0,09+£0,01
Final (g.L™h) 0,23 +0,00 0,40 £0,01 0,39+ 0,00 0,44 £ 0,02
Acimulo rina-iniciar (9.7 0,15 0,21 0,31 0,35
Média Etanolsi, (%, V/V) 0,82 +£0,05 1,01 +0,06 1,02 +0,03 1,00 + 0,04
Média ART fina (%0) 1,52 + 0,00 1,19+0,15 0,98 + 0,02 0,99 £ 0,00
2° Etapa (Melago 5%)
Volumetar de meio (ML) 100 100 100 100
Tempo incubagdo (horas) 12 12 12 12
Média das Biomassas
Inicial (g.L™Y) 0,28 +£ 0,00 0,33+0,01 0,85+ 0,03 0,50 + 0,00
Final (g.L™) 0,49 + 0,05 0,99 £ 0,01 0,96 £ 0,01 1,11 +0,00
Acimulo rinatiniciar (9.1 0,21 0,66 0,58 0,61
Média Etanolsi, (%, V/V) 2,62+0,35 3,22+0,10 3,63+0,19 3,51+0,17
Média ART fina (%0) 2,34+0,14 1,89 £ 0,06 1,29 +0,01 1,28 + 0,06
3° Etapa (Melago 8%)
Volumegtar de meio (ML) 200 200 200 200
Tempo incubagdo (horas) 12 12 12 12
Média das Biomassas
Inicial (g.L™Y) 0,52 +0,00 0,73 +£0,03 0,70+£0,03 0,76 £0,01
Final (g.L % 1,20 +0,01 2,58 + 0,35 2,42 +0,10 2,52+0,18
Acumulo Final-inicial (gL_l) 0,68 1,85 1,72 1,76
Média Etanolsi, (%, V/V) 2,51+£0,28 3,83+0,09 4,57 +0,19 3,97+0,12
Média ART fina (%0) 6,09+ 0,10 4,74 £0,15 3,88+0,04 4,33 £0,02
4° Etapa (Melago 12%)
Volumetar de meio (ML) 400 400 400 400
Tempo incubagdo (horas) 12 12 12 12
Média das Biomassas
Inicial (g.L?) 1,07+ 0,08 2,39+ 0,02 2,21+0,01 2,34 +0,05
Final (g.L™) 2,57+0,16 7,69+0,12 6,52 £ 0,36 6,87 £0,08
Acimulo finatiniciar (9.7 1,56 5,31 4,32 4,56
Média Etanolgin, (%, V/V) 3,15+0,21 6,25+ 0,19 7,03+0,15 6,14 + 0,04
Média ART gina (%) 8,71 +0,01 6,44 + 0,12 5,24 + 0,02 6,56 + 0,46

? A viabilidade ndo variou, ficando em aproximadamente 99%.



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada... 84

As fotos abaixo (Figura 23 a 26) revelam as caracteristicas fenotipicas de cada
linhagem utilizada na Figura 22 e Tabela 6, através do plaqueamento em meios
diferencias solidos cotendo corantes. As linhagens estoques das leveduras foram
crescidas em meio YPD liquido a 30°C sob agitacdo (125 rpm) por 24hs e depois

utilizadas na replicacéo.

Figura 23 — Plagueamento da levedura IQAr/45-2 em meio Nagai (A) e meio WLN (B) apds 5 dias de
incubacdo a 30°C.

(A) (B)

Figura 24 —Plaqueamento da levedura PE-2 em meio Nagai (A) e meio WLN (B) apo6s 5 dias de
incubagcdo a 30°C.

(A) (B)
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Figura 25 — Plagueamento da levedura CAT-1 em meio Nagai (A) e meio WLN (B) apés 5 dias de
incubagcdo a 30°C.
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(A) (B)

Figura 26 —Plagueamento da levedura SA-1 em meio Nagai (A) e meio WLN (B) ap6s 5 dias de
incubagcdo a 30°C.

(A) (B)

Podemos observar por meio deste plaqueamentos (Figura 23 a 26) nos meios
diferencias solidos que as leveduras (levedura da colecdo 1QAr/45-2, e leveduras
industriais PE-2, CAT-1 e SA-1) ndo apresentam instabilidade e nem deficiéncias
respiratérios como indicado pelo meio Nagai (1963). Também ficou evidenciado que a
levedura 1QAr/45-2 apresenta uma coloracdo bastante especifica em Meio Nagai e
WLN, o que permite diferencia-la das leveduras industriais.
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4.2.5 Comparacao entre as trés formas de propagacao utilizada para as leveduras.

A Tabela 7 compara o rendimento de biomassa obtido pela levedura

IQAIr/45-2 nos diferentes ensaios de propagacéo realizados.

Tabela 7 — Comparacdo dos trés tipos de propaga¢do em concentracOes crescentes de aglcar no

melaco ndo suplementado pela levedura IQAr/45-2.

Condicoes do melaco
; x Rendimento . -
Tipos de propagagao Vol t(or:ﬁl_ )melago ;';g:ggggg Biomassa (Final-Inicial)
(h) ©)° g.L*
Propagacao |
(agitagdo a 30°C (Fig. 19 e Tab. 3) 100 60 0,65 6,51
em trés etapas)
Propagacéo 11
(agitacéo a 30°C (Fig. 21 e Tab. 5) 200 60 1,22 6,12
em trés etapas)
Propagacao 111
(agitacdo a 37°C (Fig. 22 e Tab. 6) 400 48 0,99 2,49
em quatro etapas)

@ Acimulo de biomassa (Final — Inicial) com base ao volume final de melago no final da propagacéo.

A melhor condicdo de propagacao € quando realizamos uma adaptacdo em trés
etapas (melaco 4%, 8% e 12%, propagacao Il) da levedura IQAr/45-2 com agitacdo a
30°C, pois obtivemos um acimulo de biomassa da ordem de 6,12g.L™" & 30°C. A
elevacdo da temperatura de 30°C para 37°C prejudicou um pouco a propagacao da
levedura 1QAr/45-2, mas quando adotamos a temperatura de 37°C possibilitamos que as
leveduras entre adaptadas ao reatores para conduzirmos fermentacbes em altas
temperaturas.

A Tabela 8 compara o rendimento de biomassa obtido pela levedura
IQAr/45-2 com as trés leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) durante a
propagacdo a 37°C em baixa agitacdo. Talvez uma solugéo fosse utilizar uma etapa com
melaco 8% e uma segunda com melago 12% a 34°C e evitar propagacgéo a 37°C. Talvez
o rendimento da biomassa destas leveduras industriais possa ser muito superior a 30°C.
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Tabela 8 — Comparacédo dos rendimentos de biomassa no final da propagacéo entre a levedura
IQAr/45-2 e as trés leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) em melaco ndo suplementado
sob baixa agitacdo a 37°C.

Actimulo de biomassa®
(Final-1nicial)
Leveduras Vol total melago
b -1
(mL) 9/400 mL g.L
1QAr/45-2 400 0,99 2,49
PE-2 400 3,05 7,62
CAT-1 400 2,57 6,43
SA-1 400 2,71 6,78

@ Actimulo de biomassa (Final — Inicial) com base ao volume final de melago no final da propagag&o.
® Actimulo de biomassa com base no volume final de melago (400 mL) propagado para cada levedura no final de 48 horas.

43 EFEITO DA CONCENTRACAO DE ACUCAR NO MELACO DE
ESTOCAGEM DO LEITE DE LEVEDURA USADO ENTRE CICLOS
SUCESSIVOS DE FERMENTACAO.

Para obtengédo do leite de levedura a ser reativado, dois ciclos de fermentacéo
utilizando melaco contendo 20% de acticar (ART) e 24g.L™ de células (em relagdo ao
volume final do meio) foram realizados a 37°C e a seguir as células foram submetidas a
reativacdo por incubacdo em melago contendo diferentes concentracdes de agucar, no
final dos quais mediu-se as variagdes em biomassa e viabilidade. As células coletadas
foram submetidas a condigOes diferentes de incubagdo em intervalos de 15 a 44 horas
entre um ciclo de fermentacdo e o seguinte, com o objetivo de recuperar perdas em
biomassa e a viabilidade.

A Tabela 9 mostra medidas de viabilidade, biomassa, etanol e consumo de
acucar (ART) no inicio e no final de 12 horas de ativacdo (agitacdo de 100 rpm e 37°C)
das suspensbes de células. Durante este tempo de tratamento ocorreram em média
aumentos em biomassa de até 10,3% a 38,7% dependendo das condicGes, com perdas
em viabilidade.
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Tabela 9 — Variagcdes em viabilidade, biomassa e etanol das células do leite de levedura
suspensas em melaco contendo 5% e 8% de acglcar na presenca ou ndao de suplemento ap6s
12 horas de incubacdo com agitacdo de 100 rpm a 37°C.
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. pH do meio de revitalizagéo
Concentracdo do melago em cada
etapa da revitalizagdo (%, ART) 45 6.0 ) 6,0 )
' ' (meio suplementado)
Melaco 5%
Volumeota de meio (ML) 25 25 25
Tempo incubacéo (horas) 12 12 12
Viabilidadegi, (%) 78,3+ 0,5 80,6 £ 0,6 76,0+ 6,1
Média das Biomassas 21,8+24 18,8 +5,0 21,5+2,4
Inicial (g.L™)
Final (g.L'l) 24,1+0,9 23,604 241+17
ACUMUIO Finat-nicial (9-L) 2,0 4.8 2,6
Média Etanolsi, (%, V/V) 2,8 3.2 2,6
Média ART a1 (%) 1,3 1,3 1,3
Melaco 8%
Volumeota de meio (ML) 25 25 25
Tempo incubacéo (horas) 12 12 12
Viabilidaderinq (%) 78,8+£0,3 795+14 81,7+272
Média das Blomassas 17,7426 182+ 1,1 17,8435
Inicial (g.L™)
Final (g.L %) 240+0,2 243+15 24,6+0,9
ACUMUIO Finat-inicial (9-L) 6.3 6.1 6,9
Média Etanolsi, (%, V/V) 4,0 45 3,3
Média ARTina (%) 2,2 2,1 2,4

2 A viabilidade inicial variou em 94%.
® Suplementos utilizados no meio de revitalizacio: 0,1% de DAP, 0,01 % de sulfato de magnésio heptahidratado e 0,01 % de sulfato
de zinco heptahidratado

A melhor condicdo de ativacdo observada na Tabela 9 foi a condigdo na qual as
células foram tratadas em melago 8% de ART (aumento de 35,8% em biomassa). Além
disto, observou-se que ndo existe a necessidade de suplementacdo do meio de revitalizacao,
ja que houve pouca diferenca no acimulo de biomassa quando tratadas em melago 8% ART
e também que o ajuste do pH ndo influenciou no acimulo de biomassa, uma vez que as trés
condigdes testadas em melago 8% ART, apresentaram valores muito proximos em relagéo a
todos parametros analisados.

Com base na Figura 27, que confirma as informacfes listadas na Tabela 9,
decidimos deixar o leite de levedura no meio de ativagdo selecionado (melaco 8% ART,
pH 6,0), por 14-16 horas a 34°C, antes do inicio do ciclo de fermentacdo seguinte.
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Fig. 27 — Reproduzindo os dados da tabela 9, avaliamos os resultados obtidos para medidas
iniciais e finais de viabilidade (A), biomassa (B) durante a revitalizacdo da levedura IQAr/45-2
a 37°C nos diferentes meios: (-M-) melaco 5% e pH 4,5; (-M-) melago 5% e pH 6,0; (-M-)
melaco 5% e pH 6,0 com adicdo de suplementos; (-M-) melaco 5% e pH 4,5; (-M-) melaco 5%
e pH 6,0 e (-M-) melago 5% e pH 6,0 com adi¢do de suplementos. Suplementos utilizados no
meio de revitalizacdo: 0,1% de DAP, 0,01 % de sulfato de magnésio heptahidratado e 0,01 % de sulfato
de zinco heptahidratado.

4.4 PADRONIZACAO DAS FERMENTACOES EM BATELADAS UNICAS
ALIMENTADAS DA LEVEDURA I1QAr/45-2 EM MELACO SUPLEMENTADO

4.4.1 Efeito do fluxo e tempo de alimentacdo do melago 20% (ART) sobre a
fermentacdo da levedura IQAr/45-2 a 37°C

O tempo de alimentacdo depende da vazéo e deve ser realizada de tal forma que
as demais condicOes da fermentacdo sejam mantidas constantes. Efeitos de uma
alimentacéo de 3 horas (0,39mL/min.) sobre a producdo de biomassa, etanol e consumo
de acucar foram comparados aos efeitos de uma alimentagdo de 5 horas (0,23mL/min.)
em uma fermentacdo em batelada alimentada Unica da levedura IQAr/45-2 por 7 horas
a 37°C como apresentado na Figura 28.

89
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Figura 28 — Reproduzindo os dados da tabela 10 avaliamos o efeito da variacdo no tempo de alimentagéo
do melaco (3h e 5h) nas fermentagGes em bateladas alimentadas Unicas com a levedura IQAr/45-2 sobre
as medidas de biomassa (A), etanol (B) e consumo de aclcar redutor total — ART (C) em melaco 20%
(ART): (m) = tempo de alimentacdo de 3h (0,39 mL/min); (e) = tempo de alimentacdo de
5h (0,23 mL/min). CondicBes da fermentagéo: inoculo de 24 g.L™ (9%, v/v) e temperatura 37°C.

A Tabela 10 mostra o efeito do tempo de alimentacdo do melaco sobre a
viabilidade, biomassa, etanol e consumo do aclcar durante uma fermentacdo em
batelada alimentada Unica da levedura 1QAr/45-2 por 7 horas a 37°C (descritos na
Fig. 28).
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Tabela 10 — Efeito da variacdo no tempo de alimentacdo do melaco nas fermentacGes em
bateladas alimentadas Gnicas sobre as médias de viabilidade, etanol, acUcares redutores totais
(ART) e biomassa (inicial e final), durante 7 horas fermentacdo em sistema alimentado com
melago suplementado 20% ART (dados obtidos na Fig. 28)."

Tempo de alimentagdo (h)
Medidas da Fermentacao 3 5
(0,39mL/min) (0,23mL/min)
Tempo de fermentacéo (h) 7 7
Viabilidade
Inicial (%) 100 £0,0 99,6 +0,6
Final (%) 95,9 +0,9% 96,1+0,1°
p (Teste x°) - 0,945
Biomassa
Inicial (g.L™) 22,2+0,1 21,9407
Final (g.L ™) 27,3+0,1° 26,0+0,3°
p (Teste t) - 0,100
ACUMUIO inai  inicial (9-L™) 5100 41+08
Bxmax (9.9.h™) 0,80 1,25
Yys (9.9 0,03+0,00 0,02 £ 0,00
Etanol gina (%, VIV) 7,5 +0,2° 5,8 +0,0°
p (Teste t) - 0,006
tpmax (9.9.h™0) 0,99 0,92
Yers (.97 0,34 + 0,00 0,27 + 0,00
Produtividade (g.Lh™) 8.4 6,5
Rendimento (%) 57,5 44,6
ART ginal (%) 2,5+0,1° 3,1+0,2°
p (Testet) - 0,070

'Condicges da fermentacéo: Propagacdo Il (baixa agitacdo & 30°C). Fermentacdo utilizando melaco 20% (ART)
suplementado com fluxo de 0,39 mL/min. (3h) e indculo de 24 g.L™ (9%, v/v).

Ensaios realizados com Teste 3° (o = 0,05) para medidas de viabilidade: ™ médias do experimento controle usado
na comparagdo; ° médias estatisticamente equivalentes; " médias estatisticamente diferentes.

Ensaios realizados com Teste t (o = 0,05):  médias do experimento controle usado na comparacéo; -
estatisticamente equivalentes; " médias estatisticamente diferentes.

" médias

O tempo de alimentacdo de 3 horas (Tabela 10) implicou em uma vazdo de
0,39 mL/min, enquanto que para a alimentacéo de 5 horas foi necessaria uma vazéo de
0,23 mL/min. para a adicdo do mesmo volume de melago. Nas duas condigdes de
alimentacdo houve um aumento de biomassa da ordem de 5,1g.L™ e 4,1g.L™ com um
rendimento em etanol final de 7,5% (v/v) para a alimentacdo de 3 h e 5,8% (v/v) para
a alimentacdo de 5h sem perdas de viabilidade. Ap6s 6 horas de fermentacdo para
ambas as condigdes (Figura 28) observamos acUimulo de biomassa, sendo o maior
quando utilizamos o fluxo de alimentacdo 0,39mL/min. (3h), e um rendimento de
etanol de 57,5%, em relacdo a alimentacdo de 5h (0,23mL/min) que mostrou um
rendimento de etanol de 44,6%. Sendo assim, a condi¢cdo de escolha foi alimentacéo
de 3 horas (0,39mL/min.).
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4.4.2 Efeito da concentracdo do acucar no melaco suplementado (18% a 22%
ART) sobre a fermentacéo com a levedura IQAr/45-2 com temperaturas variando
de 34°C a 40°C.

A Figura 29 e Tabela 11 permitem comparar o desempenho da levedura
IQAr/45-2 durante as fermentagfes quando se avalia os efeitos da temperatura (34°C,
37°C e 40°C) e da concentragdo do melaco (18%, 20% e 22% ART em funcdo do
volume final de meio no reator) sobre a producdo de etanol, viabilidade, acimulo de
biomassa e consumo de acucar (ART). O melaco foi adicionado por 3 horas

(0,39 mL/min.) em todas as condicdes.

92
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Fig. 29 — Reproduzindo os dados da tabela 11 avaliamos o efeito da variagdo da temperatura associada a
variacdo da concentracdo do melaco sobre as curvas de biomassa (A, B e C) e agUlcar residual total- ART
(D, E e F) em ciclos Unicos de fermentagdo em bateladas alimentadas Unicas da levedura IQAr/45-2 com
7 horas de duragdo, sendo: fermentacBes utilizando melagco 18% ART a 34°C (-m-) e 37°C (-@-);
fermentagdes utilizando melago 20% ART 34°C (-O-), 37°C (-O-) e 40°C (-A-) e fermentacbes a 40°C
com melago 20% ART (-A-) e melago 22% (-V/-).

() ©)

) B

© ®

A Figura 29 (parte A e B) demonstra as curvas de acumulo de biomassa,
evidenciando que a fermentacdo a 37°C tanto em melago 18% como 20% em ART
levou uma maior acimulo de biomassa (na ordem de 6,3g.L™), enquanto as
fermentacdes realizadas a 40°C (parte C) mostram menor acimulo de biomassa (ordem
de 3,99.L™). Quanto ao consumo de actcar (Fig. 29, Parte D a F) observamos diferentes
porcentagens residuais com 0 aumento da temperatura. Pode-se observar que a
diminuicdo da temperatura levou a um menor consumo de agucar. No entanto, a
elevacdo da temperatura para 40°C e da quantidade de aglcar (22% na alimentagdo)
deixou o processo mais lento (Fig. 29 parte F). Assim, a levedura 1QAr/45-2 sofre
perdas na assimilacdo de actcar a 40°C. A Figura 29 (Parte F) confirma o que ja foi
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observado na Tabela 11, ou seja, que altas concentracdes de acgucar inibem o

crescimento da levedura e a sua atividade fermentativa (LALUCE et al., 2009).

Tabela 11 — Efeito da variacdo de temperatura associada as variacdes em concentragcdo de
acucar no melago suplementado, em fermentacdes em bateladas alimentadas Unicas da levedura
IQAr/45-2 (dados fornecidos pela Fig. 29) sobre as medidas finais de viabilidade, biomassa,
etanol e actcares redutores totais (ART) durante 7 horas fermentacio.*

Temperatura (°C)
Medidas
34°C 37°C 40°C
Concentracédo do Melago 18% 20% 18% 20% 20% 2904
(ART)
Tempo de fermentacéo (h) 7 7 7 7 7 7
Viabilidade
Inicial (%) 99,6 £0,6 99,6 £0,0 99,3+0,4 98,3+0,4 98,8+ 0,4 99,6 +0,2
Final (%) 97,1+02% 979+05 | 956+14" 953+09° | 90,3+1,1° 93,7+03"
p (Teste x%) - 0,909 0,780 0,775 0,313 0,618
Biomassa
Inicial (g.L™) 20,3+0,6 21,8+0,8 20,7+0,1 20,7+0,2 21,1405 20,2+0,3
Final (g.L ™) 26,2 +0,5° 266+04° | 273+£04" 268%07° | 252+06° 24,0+05°
p (Teste t) - 0,545 0,136 0,416 0,210 0,045
AcUMUIOEina _ nicial (3L ™) 59+0,8 48+0,9 6,6 0,4 6,1+0,7 41408 3,8+0,6
Pxmax (9.9.07) 0,88 1,08 0,99 1,05 0,61 1,94
Yys (9.97) 0,03 0,00 0,03+0,01 | 0,04+0,00 0,03+0,00 | 0,02+000 0,02+0,00
Etanol gina (%, VIV) 9,3+0,3° 99+1,1° 9,9+0,3" 9,4+0,9° 93+1,1° 10,6 +1,2°
p (Teste t) - 0,561 0,155 0,859 0,983 0,370
Ppmax (9.9.h0) 0,65 0,58 0,41 0,92 1,48 1,23
Yers (9.9 0,40 + 0,00 0,44+001 | 044+000 041+001 | 039+001 0,460,001
Produtividade (g.L*h™) 10,5 11,2 11,2 10,6 10,5 11,9
Rendimento (%) 71,6 76,6 76,6 72,8 71,8 81,6
ART gina (%) 1,9+0,1° 2,1£0,2° 2,3£0,0° 1,8+0,7° 1,4+0,2° 3,8+0,2°
p (Teste t) - 0,879 0,477 0,879 0,178 0,040

‘Condicdes da fermentacéo: Propagagdo Il (baixa agitacdo a 30°C). Fermentacdo em melago suplementado com
fluxo de 0,39 mL/min. durante 3h, e inéculo de 24 g.L™ (9%, viv).

Ensaios realizados com Teste 3° (o = 0,05) para medidas de viabilidade: ™ médias do experimento controle usado
na comparagdo; ° a médias estatisticamente equivalentes; " médias estatisticamente diferentes.
Ensaios realizados com Teste t (o = 0,05): “médias do experimento controle usado na comparagio; -
estatisticamente equivalentes; " médias estatisticamente diferentes.

" a médias

A Tabela 11 demonstra os efeitos das diferentes concentracdes de aglcar no
melaco de alimentacdo com dados obtidos da Figura 29 sobre as variaveis do processo
(viabilidade, biomassa, etanol e ART) em fermentacdes Unicas e temperaturas na faixa
de 34°C e 40°C. A viabilidade nao variou significativamente nas fermentacGes Unicas
em temperaturas na faixa de 34°C e 40°C. Houve um acumulo de biomassa em todas as
condigdes, porém as melhores foram melaco 18% ART (actmulo de 6,6 + 0,4g.L™) e
melago 20% (6,1 + 0,7g.L™") ambos a 37°C, sendo que a melhor velocidade de
transformacg&o de agucar a etanol (uxmax = 0,61) foi observada na fermentacdo a 40°C

utilizando melago 20% ART. A producéo de etanol pela levedura IQAr/45-2 ndo variou
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significativamente segundo a estatistica em nenhuma condi¢éo da fermentacdo, tendo
uma producdo média de 9,3% a 10,6% (v/v), porém observamos diferentes velocidades
de producéo de etanol (upmax), Sendo que nas temperaturas mais elevadas (40°C e 42°C)
a velocidade foram as piores apresentadas. A condicdo que apresentou um maior
rendimento de etanol (81,6%) foi melaco 22% (ART) a 42°C, mas isto se deve ao uso
de maior concentracdo de agUcar no meio de fermentacdo, pois concomitantemente, foi
a condicdo que apresentou maior tempo de conversdo de substrato a produto e a
biomassa, com um menor acimulo de biomassa.

Com base nos dados da Figura 29 e Tabela 11 decidiu-se utilizar quantidades
de actcar no mosto de alimentagdo < 22% (ART) nos experimentos seguintes. O melhor
desempenho fermentativo foi conseguido utilizando-se 20% de ART no melaco de
alimentacdo a temperatura de 37°C.

4.4.3 Efeito das variacbes crescentes de temperatura nas fermentagdes em
bateladas alimentadas com melago suplementado 20% (ART) para levedura
IQATr/45-2.

As Figura 30 e Figura 31 permitem comparar o desempenho da levedura
IQAr/45-2 em fermentacGes de bateladas alimentadas Unicas operando em uma ampla
faixa de temperatura e alimentada com melago de ART 20% (0,39mL/min.) e pH inicial
de 4,5 quanto as medidas de viabilidade, biomassa, producédo de etanol e consumo de
acucar residual, confirmando os dados descritos pela Tabela 12.

95



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada... 96

Figura 30 — Reproduzindo os dados da tabela 12 avaliamos o efeito da variacdo de temperatura (30°C a
42°C) em fermentagdes em bateladas alimentadas Unicas com a levedura IQAr/45-2 sobre as medidas de
viabilidade (A), biomassa (B), durante 7 horas fermentacdo. Condic¢es da propagacgdo: propagacao Il
(100 rpm, a 30°C). Condigdes da fermentacdo: melaco 20% (ART) adicionada em 3 horas
(0,39 mL/min.), inoculo de 24 g/L™ (9%, v/v) e pH 4,5.

A Figura 30 (parte A) mostra que ndo houve perdas significativas de viabilidade
quando se fermentou entre 30°C-37°C, porém nas fermentacdes acimas de 40°C
ocorreram perdas em viabilidade apds 6 horas (da ordem de 9%), enquanto que na
fermentacao a 42°C houve perdas de viabilidade a partir de 5 horas de fermentacéo e no
final das 7 horas obteve-se uma viabilidade de 75,5%. A Figura 30 (parte B) mostra
acumulo maior de biomassa a 37°C confirmando os dados da Tabela 12.
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Figura 31 — Reproduzindo os dados da tabela 12 avaliamos o efeito da variacdo de temperatura (faixa de
30°C a 42°C) em fermentacGes em bateladas alimentadas Unicas com a levedura 1QAr/45-2 sobre as
medidas de etanol (A), aclcar residual — ART (B), durante 7 horas fermentacdo. CondicBes da
propagacdo: propagacdo Il (100 rpm, a 30°C). Condicbes da fermentacdo: melagco 20% (ART)
adicionada em 3 horas (0,39 mL/min.), inoculo de 24 g/L™ (9%, v/v) e pH 4,5.

A parte A da Figura 31 confirma a auséncia de varia¢do na producao de etanol,
enquanto que a parte B da mesma figura sugere que quanto maior a temperatura, mais
rapido o consumo de agtcar. Um consumo mais lento e acucar foram observados nas
menores temperaturas, mas apos 5 horas de fermentacdo o consumo quase se igualou. A
melhor temperatura de fermentagéo parece ser de 37°C para a levedura IQAr/45-2, pois

deixou pouco agucar no meio, além de apresentar um maior acumulo de biomassa.
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Tabela 12 — Efeito da variacdo de temperatura (30°C a 42°C) nas fermentacdes em bateladas
alimentadas Unicas sobre as medias (obtidas nas Figuras 30-31) de viabilidade, biomassa, etanol
e agUcares redutores totais (ART) da levedura IQAr/45-2 durante 7 horas fermentagdo em
sistema alimentado com melago de 20% (ART).!

) Temperatura (°C)
Medidas da Fermentacao
30 34 37 40 42
Tempo de fermentacéo (h) 7 7 7 7 7
Viabilidade
Inicial (%) 99,4+0,9 99,6 +0,0 98,3+ 1,4 98,8+ 0,4 98,3+0,2
Final (%) 95,3 + 0,42 97,9+0,5° 95,3+0,9° 90,3+1,1° 755+15°
p (Teste x%) - 0,706 0,958 0,451 0,001
Biomassa
Inicial (g.L™) 21,8+1,2 21,8+0,8 20,7+0,2 21,1405 21,3+04
Final (g.L ™) 27,703 26,6 +0,4° 26,8+0,7° 252+06° 247%03
p (Teste t) - 0,090 0,342 0,118 0,007
AcUmMUlOgina - migial (9-L™) 59+12 48409 6,1+0,7 41408 34+05
xmax (3.9.h™) 1,34 1,08 1,05 0,62 0,60
Ys (9.9 0,03 +0,01 0,03+0,01 0,03 +0,00 0,02+0,00  0,02+0,00
Etanol gina (%, VIV) 10,4 + 1,1 99+1,1° 9,4+0,9° 93+1,1° 9,3+0,0°
p (Teste t) - 0,712 0,445 0,432 0,293
Bemax (9-0-) 0,82 0,40 0,36 0,39 0,66
Yers (9.9 0,45 +0,01 0,44 +0,01 0,41+0,01 0,39+0,01  0,41+0,00
Produtividade (g.L™h™) 11,7 11,2 10,6 10,5 10,5
Rendimento (%) 80,3 76,6 72,8 71,8 71,6
ART gina (%) 1,6+04° 2,1£0,2° 1,8+0,7° 1,4+0,2° 1,9+1,0°
p (Teste t) - 0,358 0,766 0,498 0,733

Condicdes da fermentacéo: Propagacdo Il (baixa agitacdo & 30°C). Fermentacdo em melaco suplementado com
fluxo de 0,39 mL/min. durante 3h, e inéculo de 24 g/L™ (9%, v/v).

Ensaios realizados com Teste 3° (o = 0,05) para medidas de viabilidade: ™ médias do experimento controle usado
na comparagdo; ° a médias estatisticamente equivalentes; “°” médias estatisticamente diferentes.
Ensaios realizados com Teste t (o = 0,05): ¥ médias do experimento controle usado na comparagio;
estatisticamente equivalentes; " médias estatisticamente diferentes.

" a médias

A Tabela 12 mostra que: i) a viabilidade ndo variou no intervalo de temperatura
entre 30°C a 40°C, exceto quando se fermentou a 42°C com uma perda significativa no
final da fermentacdo (75,5%); ii) acimulo méaximo de biomassa a 37°C (relativa de
2,3%, v/v); iii) uma variagdo pouco significativa em etanol produzido na faixa de 37°C
(9,3%, v/v) a 30°C (10,4%, v/v), com rendimentos e produtividade muito parecidos em
todos 0s casos.

Com base nestes resultados, decidiu-se fermentar a levedura IQAr/45-2 a 37°C
em melagco 20% ( ART) suplementado e fluxo de alimentacdo de 0,39mL/min., inoculo
de 24g.L™" (células iniciais de 9%, v/v) e pH 4,5 em fermentaces sucessivas com

reutilizacdo de células.
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4.4.4 Ciclos sucessivos de fermentacdo com a levedura 1QAr/45-2 a 37°C utilizando
melaco 20% de ART, intercalados por periodos de estocagem a 4°C entre um ciclo

de fermentacéo e outro.

Ciclos sucessivos de fermentacdo foram realizados com a levedura
IQAr/45-2 a 37°C em bateladas alimentadas continuas com melaco 20% ART
(0,39mL/min.) e pH 4,5. O indculo utilizado foi de 24g.L™ (9%, v/v em funcdo do
volume final) e as células foram estocadas no proprio meio fermentado em geladeira a
4°C em intervalos de 16 horas entre um ciclos de fermentacéo e o seguinte.

A Figura 32 demonstra medidas iniciais e finais de biomassa, etanol e acucar
residual durante oito ciclos sucessivos de fermentacdo realizados com a linhagem
IQAr/45-2 a 37°C em bateladas alimentadas continuas com melaco 20% ART
(0,39mL/min.) e pH 4,5.

Figura 32 — Reproduzindo os dados da tabela 13 avaliamos a variacdo nas medidas iniciais (-M-) e finais
(-e-) para: viabilidade (parte “A”), biomassa (parte “B”), producdo de etanol (parte “C”) e aclcar
residual total - ART (parte “D”) durante oito ciclos sucessivos de fermentacdo a 37°C. Condicles da
propagacdo: propagacdo Il (100 rpm, a 30°C). Condicbes da fermentacdo: melagco 20% (ART)
adicionada em 3 hora (0,39 mL/min.), inoculo de 24 g/L™ (9%, viv) tempo de fermentagdo 6hs.
Condicdes da fermentacao: estocagem das células entre os ciclos de fermentacédo a 4°C.
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A Figura 32 mostra que o acimulo médio de biomassa 3,7 + 1,2 (g.L™) ndo
variou durante os 8 ciclos sucessivos de fermentacdo, 0 mesmo acontecendo para
producdo de etanol que permaneceu na faixa de 11,0 £ 0,4 (%, v/v). Quanto ao
consumo de aglcar pode-se afirmar que ndo ha variagdes significativas no final de
cada ciclo de fermentacédo, deixando um residual médio de 3,2 £ 0,6 (%).

A Tabela 13 mostram os efeitos dos ciclos sucessivos de fermentacdo sobre a
viabilidade, biomassa, etanol, acucar residual em processo com reutilizacdo de células
em batelada alimentada continua durante 8 ciclos sucessivos de fermentacéo a 37°C da
levedura 1QAr/45-2 utilizando dados da Figura 32.

Tabela 13 — Valores obtidos das médias iniciais e finais (descritos na Fig. 32) de viabilidade,
biomassa, etanol e ART durante cada ciclo de fermentacdo a 37°C, utilizando melago 20% de
ART durante 6 horas de fermentacéo por 8 ciclos sucessivos.*

100

Medidas

Ciclos Viabilidade® Biomassa® Etanol ART
(Dias) Final Final Rendimento Final Final
(%) (g.Lh (g.L?, Final-Inicial) (%, VIV) (%)

1 94,6 +2,3 26,5+1,0 4,3 11,0+ 3,0 25+05

2 86,8+2,5 26,9+0,9 3,6 105+11 25104

3 81,741 27,205 34 11,7+ 2,8 2,9+0,2

4 86,7+1,8 26,5+ 0,6 34 114+172 4,0+£0,0

5 85,8+1,2 26,1+0,4 45 10,8+ 3,8 3502

6 79,2+23 26,012 3,8 109+238 24+03

7 797+14 27,1+£0,3 3,3 11,4+ 2,7 3,8+04

8 88,8+2,2 26,5+13 3,6 10,6 £2,9 34104

!Condicdes da fermentagdo: Propagacdo Il (baixa agitacdo, 100 rpm & 30°C). Fermentacio em melago
suplementado com fluxo de 0,39 mL/min. durante 3h, e indculo de 24 g.L™ (9%, v/v).
Condicoes da estocagem: entre cada ciclo de fermentacéo e outro as células foram estocada a 4°C.

4Viabilidade inicial média variando entre 89,4 + 5,5;

® Biomassa inicial média variando entre em torno de 22,9 + 0,8 (g.L'%);

De acordo com os dados obtidos na Tabela 13 pode-se dizer que houve poucas
perdas em viabilidade no decorrer dos ciclos de 94,6% (final do 1° ciclo) para 88,8%
(final do 8° ciclo). A Tabela 13 também descreve que o acimulo de biomassa (ordem
de 3,7 + 1,2 (g.L™) ndo variou significativamente durante os 8 ciclos sucessivos de
fermentacdo, o0 mesmo acontecendo para producéo de etanol que permaneceu na faixa
de 11,0 £ 0,4 (%, v/v). Quanto ao consumo de agucar pode-se dizer que este ndo variou
significativamente no final de cada ciclo de fermentacdo (média de 3,2%). A estocagem
das células no proprio meio no final da fermentacdo a 4°C parece nao ter tido efeito
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sobre o desempenho da levedura, o qual parece responder de forma adaptativa como
indicado pelos aumentos de biomassa e etanol durante cada ciclo de fermentacao.
Podemos concluir que a estocagem das celulas no proprio meio no final de
fermentacdo a 4°C parece néo ter tido efeito sobre o desempenho da levedura, como
indicado por aumentos de biomassa e etanol observado na Tabela 13 e Figura 32.

4.5.5 Ciclos sucessivos de fermentacdo com a levedura 1QAr/45-2 a 37°C utilizando
melaco 20% de ART, intercalados por estocagem das células em melaco 8% de
ART (sem suplementacéo), pH 6,0 a 30°C entre um ciclo e outro.

Ciclos sucessivos de fermentacdo foram realizados com a levedura
IQAr/45-2 a 37°C em bateladas alimentadas continuas com melaco 20% ART
(0,39mL/min.) e pH 4,5. O indculo utilizado foi de 24g.L™ (9%, viv em funcdo do
volume final) e as células foram revitalizadas em melaco contendo 8% de acucar
(ART), pH 60 a 30°C nos intervalos de 16 horas entre um ciclos de fermentagéo e o
seguinte.

A Tabela 14 mostra os efeitos dos ciclos sucessivos de fermentacdo sobre a
viabilidade, biomassa, etanol, acucar residual em processo com reutilizacdo de células
em batelada alimentada continua durante 8 ciclos sucessivos de fermentacdo a 37°C da
levedura 1QAr/45-2 utilizando dados da Figura 33.



“Estudo sobre intera¢des entre leveduras S. cerevisae nas fermentagdes em batelada alimentada... 102

Tabela 14 — Valores obtidos das médias iniciais e finais (descritos na Fig. 33) de viabilidade,
biomassa, etanol e ART durante cada ciclo de fermentacdo a 37°C, utilizando melaco 20% de
ART durante 6 horas de fermentacéo por 8 ciclos sucessivos.*

Medidas
Ciclos Viabilidade® Biomassa® Etanol ART
(Dias) Final Final Rendimento Final Final
(%) (g.L™h (g.L, Final-Inicial) (%, VIV) (%)
1 935+1,8 30,3+1,7 8,4 9,9+35 30+£172
2 91,8+0,8 35,6 +0,6 12,6 10,7+ 3,8 2,1+0,3
3 85,8+0,6 33,0+09 8,2 10,1+£19 3,4+0,3
4 83,2+1,8 29,9+0,3 3,4 9,31+54 53116
5 83,7114 34,1+2,1 10,9 10,0£0,9 3,8+0,2
6 84,2+0,5 29,3+£2.2 4,8 98+14 5012
7 79621 31,822 6,6 10,1+ 3,6 4,7+0,2
8 78,5+0,6 30,3+0,7 5,2 10,3+0,2 47+0,1

‘Condicdes da fermentagéo: Propagagdo Il (baixa agitagdo, 80 rpm & 30°C). Fermentacéo em melago suplementado
com fluxo de 0,39 mL/min. durante 3h, e indculo de 24 g.L™ (9%, v/v).

Condicdes da estocagem: entre cada ciclo de fermentagio e outro as células foram estocada a 30°C em melago 8%
ART suplementado com sais.

A Tabela 14 demonstra medidas de viabilidade, biomassa, etanol e agUcar
residual durante oito ciclos sucessivos de fermentacdo realizados com a linhagem
IQAr/45-2 a 37°C em bateladas alimentadas continuas com melaco 20% ART
(0,39mL/min.) e pH 4,5. De acordo com os dados obtidos nesta tabela podemos afirmar
que houve uma queda na viabilidade no decorrer dos ciclos de 93,5% (final do 1° ciclo)
para 78,5% (final do 8° ciclo). Esta tabela também descreve que o acimulo de biomassa
(ordem de 7,5 + 3,1 g.L™) variou durante os 8 ciclos sucessivos de fermentacéo, o
mesmo ndo acontecendo para producdo de etanol que permaneceu na faixa de
10,0 £ 0,4 (%, v/v). Quanto ao consumo de acUcar pode-se dizer que este ndo variou
significativamente no final de cada ciclo de fermentacéo (média de 4,0 + 1,1 %).

A Figura 33 demonstra medidas finais de biomassa, etanol e agUlcar residual
durante oito ciclos sucessivos de fermentacdo realizados com a linhagem 1QAr/45-2 a
37°C em bateladas alimentadas continuas com melaco 20% ART (0,39mL/min.) e
pH 4,5.
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Figura 33 — Reproduzindo os dados da tabela 14 avaliamos as medidas dos pardmetros do processo:
viabilidade (A), biomassa (B) etanol (C) e ART (D) durante a fermentacdo de 8 ciclos sucessivos a 37°C,
utilizando ART de 20% no melaco de alimentagéo (fluxo de 0,39mL/min. durante 3h), inoculo de 24g.L™
(9%, v/v) com tempo de fermentacdo 6 horas, sendo: (M)= valores do inicio da fermentacao;
(®)= valores do final da fermentacdo. Condicdes da revitalizacdo: estocagem das células entre os ciclos
de fermentacdo em melaco 8% suplementado (1% de DAP, 0,1% ZnS0,.7H,0 e 0,1% MgSQ,4.7H,0)
incubado a 30°C e baixa agitacdo (100 rpm) por 16 horas.

A Figura 33 confirma as dados mostrado na Tabela 14, deixando evidente o
acimulo de biomassa (media de 7,5 + 3,1 g.L™) durante os 8 ciclos sucessivos de
fermentacdo, 0 mesmo acontecendo para producdo de etanol (ordem de 10,0 + 0,4 %,
v/v) e consumo de agucar no final de cada ciclo de fermentac&o.

Podemos concluir que a estocagem das células em melaco 8% de aglcar (ART),
pH 6,0 a 30°C parece néo ter sido tdo eficiente para revitalizacdo da viabilidade celular,
ou seja, parece ndo ter tido efeito sobre a regeneracdo celular, como indicado por
aumentos de biomassa na Tabela 14 e Figura 33.
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45 COMPETICAO ENTRE A LEVEDURA IQAr/45-2 E AS LEVEDURAS
INDUSTRIAIS (PE-2, CAT-1 E SA-1) EM FERMENTACOES INDIVIDUAIS E
MISTAS A 40°C EM MELACO SUPLEMENTADO COM ART INICIAL DE
20%.

As culturas iniciadoras (“starters”) das fermentagdes sdo geralmente compostas
de mais de uma linhagem de levedura, visando somar suas a¢des para obter o efeito
desejado no produto final. Para se avaliar melhor a associacdo complexa do meio de
fermentacao, dois aspectos devem ser considerados: os resultados positivos das culturas
mistas sobre o produto a ser fermentado e os resultados negativos e seus efeitos ou
antagonismo (AMORIN et al., 2011).

Uma das alternativas mais simples para se estudar culturas iniciadoras de
fermentacdo compreende inocula-las em meio de fermentacdo (em melago) e fazer as
analises de parametros fermentativos, bem como, parametros fisiolégicos gerados no
processo e analisar se existe sinergismo entre essas linhagens de leveduras, ou entdo, se

houve um efeito antagonico.

4.5.1 Competicdo entre a levedura 1QAr/45-2 e as leveduras industriais (PE-2,
CAT-1 e SA-1) em fermentacGes individuais a 40°C usando-se melago

suplementado com ART inicial de 20%.

A Figura 34 mostra as curvas de rendimento de biomassa, producao de etanol e
consumo do agucar em funcdo do tempo de fermentacdo para cada levedura (1QAr/45-2,
PE-2, CAT-1, SA-1) individualmente a 40°C. A analise dos dados obtidos durante a
fermentacdo esta descrita na Tabela 15.

104
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Figura 34 — Reproduzindo os dados da tabela 15 avaliamos os graficos de fermentacdo para comparar a
levedura 1QAr/45-2 com as leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) quanto a variacdo em
rendimento de biomassa (A) etanol (B) e agucar residual- ART (C) durante uma batelada Gnica a 40°C,
utilizando ART de 20% no melaco suplementado, inoculo de 24g.L™ (9%, v/v) com tempo de
fermentacgéo 7 horas.
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Tabela 15 — Comparacdo da levedura 1QAr/45-2 com as leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e
SA-1) quanto aos valores iniciais e finais de viabilidade, biomassa, etanol e agucar residual em
bateladas tnicas de fermentacdo a 40°C (dados da Fig. 34)."

o . Leveduras
Variaveis da Fermentacéo
1QAr/45-2 PE-2 CAT-1 SA-1
Medidas da Fermentacao
Tempo de fermentacdo (h) 7 7 7 7
Viabilidade
Inicial (%) 99,4 £0,7 99,9+0,1 100+0,0 100+0,0
Final (%6) 92,8 +0,5° 953+1,2° 93,9+1,3° 94,7+1,2°
p (Teste x%) - 0,705 0,859 0,769
Biomassa
Inicial (g.L™) 232+1,2 241+0,2 23,6+0,6 242+0,2
Final (g.L ™) 26,8 £0,2° 30,1£0,2° 27,6+0,8° 29,8 £0,1°
p (Teste t) - 0,005 0,395 0,039
Actimulo ginar_ micial (0-L7) 39+08 6,0£0,3 4010 5,6 0,2
Bxmax (9-9:0™) 0,75 1,66 0,59 0,81
Yys (9.97 0.02 £0.00 0,04 0,00 0,02 £0,01 0,04 0,00
Etanol gina (%, VIV) 11,1+ 1,3 9,1+1,4° 10,5+0,7° 8,5+0,3"
p (Teste t) - 0,275 0,625 0,236
tpmax (9-9.h™) 0,55 0,62 0,48 0,60
Yers (9.97) 0.50 £ 0.01 0,43 0,01 0,49 £ 0,00 0,42 0,00
Produtividade (g.L™h™) 12.5 10,2 11,8 9,6
Rendimento (%6) 85.6 70,0 80,8 65,5
ART gina (%) 2,4+0,1° 32+1,6 3,1+0,8" 41+02°
p (Teste t) - 0,570 0,443 0,009

Parametros fisioldgicos

Proteina Total

Inicial (1gproteina-MYcslula) 0,30 +0,12 0,18 +0,13 0,22 +0,01 0,21+ 0,01
Final (1gproteina-MYcstula) 0,47 0,28 0,20 + 0,06 0,29 + 0,06 0,22 +0,01°
p (Teste t) - 0,311 0,535 0,333
Glicerol Interno:
Inicial (uggiicerol-MYceiuta) 0,05 + 0,00 0,06 + 0,03 0,05 + 0,02 0,08 + 0,02
Final (uGgicerol-MJcétula ) 0,06 + 0,01 0,05 + 0,02° 0,07 +0,00° 0,06 + 0,01°
p (Teste t) - 0,501 0,287 0,806
Trealose Interna
Inicial (ugireaiose-MYceiuta) 34,0+34 33,8+15,6 55,6 + 26,7 64,8+6,8
Final (1Grealose-MYcstuta) 71,0 £ 7,42 103,1 + 25,8 87,7 +36,6° 99,6 + 21,5
p (Teste t) - 0,340 0,640 0,325

‘Condicdes da fermentacéo: Propagacéo |11 (baixa agitacdo & 37°C). Fermentagdo em melago suplementado com
fluxo de 0,39mL/min. durante 3h, e inculo de 24g.L™ (9%, v/v).

Ensaios realizados com Teste x> (o = 0,05) para medidas de viabilidade: " médias do experimento controle usado
na comparagdo; ° a médias estatisticamente equivalentes; “°” médias estatisticamente diferentes.

Ensaios realizados com Teste t (o = 0,05): ' médias do experimento controle usado na comparacio; °a médias
estatisticamente equivalentes; *“'médias estatisticamente diferentes.

Os dados mostrados até esta etapa do trabalho sugerem que as quatro leveduras
apresentaram viabilidade constantes e elevadas (acima de 90%) durante toda a batelada
(Tabela 15). A Figura 34 (parte A e B) e a Tabela 15 também indicam que a
levedura 1QAr/45-2 acumulou menor biomassa (Final-Inicial) e etanol final (11,1%,
v/v) maior do que as leveduras industriais, isto porque, este dois produtos (biomassa e
etanol) sdo gerados em rotas metabdlicas distintas, tal que se mais agucar for desviado
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para producdo de etanol, menos biomassa sera acumulada, dados confirmados na
Tabela 15 pelos resultados obtidos para rendimento e produtividade de etanol pela
levedura 1QAr/45-2, respectivamente 12,5% e 85,6g.L™, seguidos pela levedura PE-2
que apresentou o segundo melhor resultado para rendimento e produtividade de etanol
em relacdo as outras leveduras industriais.

Pode-se observar que os teor de acucar residual (Figura 34 parte C) foi menor
para levedura 1QAr/45-2 (2,4%) do que para trés leveduras comerciais (ART médio
de 3,5%).

Em relacdo aos parametros fisiologicos descritos na Tabela 15 pode-se concluir:
i) teores de trealose no final da fermentacdo aumentaram para as 4 leveduras e, isto se
deve, ao fato de que este carboidrato apresente capacidade de proteger as células
durante estados de estresses; ii) quanto aos valores de glicerol, também se mantiveram
elevados no final da fermentacdo para as quatro leveduras, isto talvez, porque esta
fermentacdo se deu em uma temperatura muito alta (40°C), e o glicerol tem como
principal papel ser osmorregulador interno das células. A formacdo externa e excessiva
deste composto nédo é desejavel, ja que para sua producdo a levedura utiliza aglcar do
meio de fermentacdo para sintetizd-lo, deixando, assim, de formar mais etanol; iii) os
valores de proteina total também aumentaram no final da fermentacdo para as quatros

leveduras.

4.5.2 Competicéo entre a levedura 1QAr/45-2 associada a uma levedura industrial
(PE-2, CAT-1 E SA-1) em fermentacdes mistas a 40°C em melaco suplementado
com ART inicial de 20%.

A Figura 35 mostra as curvas de rendimento em biomassa, producdo de etanol e
consumo do acucar em funcdo do tempo de fermentacdo da levedura IQAr/45-2
associada a uma das trés leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) a 40°C. A analise

dos dados obtidos durante a fermentacdo esta descrita na Tabela 16.
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Figura 35 — Reproduzindo os dados da tabela 16 avaliamos as fermentacfes mistas utilizando a levedura
IQAIr/45-2 associada a uma levedura industrial, quanto a variacdo em biomassa (A) etanol (B) e ART (C)
durante uma batelada Unica a 40°C, utilizando ART de 20% no melaco de alimentacdo (fluxo de
0,39mL/min. durante 3h), inoculo de 24g.L™ (9%, v/v) com tempo de fermentacao 7 horas.

Podemos observar na Tabela 16 que nas fermentagcGes mistas da levedura
IQAr/45-2 associada a mais uma levedura industrial houveram pequenas quedas de
viabilidade, com excecdo da associacdo da levedura IQAr/45-2 com a levedura SA-1,
que causou uma queda de viabilidade alta (83,5%). Quanto a biomassa (Figura 35 parte
A, Tabela 16) pode-se dizer que houve um sinergismo entre a levedura IQAr-2 e as
leveduras industriais, pois em todas as combinagdes houve um acimulo médio de
biomassa da ordem de 4,3 + 1,4 (g.L™).

Na Figura 35 (parte B) e na Tabela 16, pode-se observar que a producdo de
etanol durante as fermentagdes mistas foram equivalentes em relagdo ao experimento
controle (levedura I1QAr/45-2 isoladamente), para associagdo IQAr/45-2 e PE-2,
confirmados pelos valore obtidos em relagdo ao rendimento (85,7%) e produtividade
etandlica (12,5 g.L™".h™"). Ja na parte C da Figura 35 observa-se que os teores de
acucares residuais foram menores para associacdo da levedura 1QAr/45-2 e PE-2 (2,6%)
e IQAr-2 e SA-1 (3,4%), enquanto que a cultura mista da levedura IQAr/45-2 com a
levedura CAT-1 levou um maior residual no meio (4,3%). Levando se em conta outros
pardmetros cinéticos como velocidade de conversdo de substrato em células (Y ys)
producéo especifica de etano (Yys) ndo houve diferengas significativas entre eles,
indicando assim, talvez um sinergismo entre as leveduras nestas combinagdes utilizando
a proporcdo 1:1 de cada linhagem de levedura.

Em relacdo aos parametros fisioldgicos descritos na Tabela 16 podemos dizer: i)
a proteina total aumentou no final da fermentagdo para as quatro leveduras; ii) valores

de glicerol também apresentaram discretamente elevados no final da fermentacéo, com
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excecdo da fermentacdo mista entre a levedura 1QAr/45-2 e a levedura PE-2, que nédo
apresentou variagdo nenhuma em relagdo ao inicio da fermentacdo; iii) teores de
trealose no final da fermentacdo aumentaram nas quatros leveduras, sendo um

indicativo que as células estdo sofrendo estresse.

Tabela 16 — Comparacao da levedura 1QAr/45-2 com as leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e
SA-1) em fermentagbes mistas (propor¢do 1:1) quanto aos valores iniciais e finais de
viabilidade, biomassa, etanol e acucar residual em bateladas Unicas de fermentacdo a 40°C,
utilizando ART de 20% no melago (dados da Fig. 35)".

Leveduras

Variaveis da Fermentacéo

IQAr/45-2 IQAr/45-2+PE-2  IQAr/45-2+CAT-1 1QAr/45-2+SA-1
Medidas da Fermentacao
Tempo de fermentacédo (h) 7 7 7 7
Viabilidade
Inicial (%) 99,4+0,7 99,6 +0,6 98,2+2,6 97,8+3,1
Final (%) 92,8 +0,5% 90,0+0,7° 90,1+0,7° 83,5+1,3"
p (Teste x%) - 0,684 0,669 0,149
Biomassa
Inicial (g.L™) 232+12 247+0,7 21,1+0,0 225+0,5
Final (g.L ™) 26,8 £0,2° 27,7+0,7° 26,9+0,2° 26,7+0,2°
p (Teste t) - 0,366 0,847 0,620
Actmulo ging  miciar (@.L7) 3,9+08 3,0+07 52+0,2 42+05
Pxmax (9.9.h™) 0,81 1,03 1,71 1,4
Yys (9.9 0,02 +0.00 0,02 + 0,00 0,03 0,00 0,03 0,00
Etanol gina (%, VIV) 11,1+£1,3° 11,1+0,6° 10,2+ 0,4° 8,5+0,2°
p (Teste t) - 0,984 0,517 0,226
Bemax (9-0-) 0,74 0,59 0,43 0,24
Yers (9.9 0.50 +0,01 0,50 + 0,00 0,51+ 0,00 0,54 + 0,00
Produtividade (g.L™h™) 12,5 12,5 11,5 9,6
Rendimento (%) 85,6 85,7 78,7 65,6
ART gina (%) 2,4+0,1° 2,6+0,3" 4,3+0,2° 3,4+0,3
p (Teste t) - 0,548 0,006 0,140
Parametros fisioldgicos
Proteina Total
Inicial (MgproteinaMJcsiuta) 0,30 +0,12 0,18 0,01 0,24 +0,03 0,21 +0,00
Final (0gproteina-MYceiuta) 0,47 +0,28° 0,24 +0,01° 0,31+0,01° 0,24 +0,02°
p (Teste t) - 0,378 0,509 0,363
Glicerol Interno:
Inicial (Pggicerol-MYcstuia) 0,05 + 0,00 0,04 +0,01 0,04 +0,01 0,07 0,00
Final (RQgiicerol-MJcéiuta ) 0,06 + 0,01 0,04 +0,02° 0,06 + 0,04° 0,09 + 0,03
p (Teste t) - 0,164 0,568 0,159
Trealose Interna
Inicial (Gireatose-MYcsiuta) 340+34 243+0,0 30,7+1,2 40,9+0,0
Final (1Grealose-MYcstuta) 71,0 + 7,42 65,1 +5,2° 61,3+0,2° 75,7 £0,6°
p (Teste t) - 0,457 0,207 0,531

‘Condicdes da fermentacéo: Propagacdo I1I (baixa agitacdo a 37°C). Fermentacido em melago suplementado com
fluxo de 0,39mL/min. durante 3h, e indculo de 24g.L™ (9%, v/v). .
Ensaios realizados com Teste ¥ (0= 0,05) para medidas de viabilidade: ““'médias do experimento controle usado

na comparagdo; ° a médias estatisticamente equivalentes;

“c

" médias estatisticamente diferentes.

Ensaios realizados com Teste t (a = 0,05): “médias do experimento controle usado na comparagdo; "a médias
estatisticamente equivalentes; © médias estatisticamente diferentes.
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45.3 Competicdo entre a levedura IQAr/45-2 associada a duas leveduras
industriais (PE-2, CAT-1 E SA-1) em fermentacOes mistas a 40°C em melaco
suplementado com ART inicial de 20%.

A Figura 36 mostra as curvas de rendimento de biomassa, producdo de etanol e
consumo do aclcar em funcdo do tempo de fermentacdo da levedura IQAr/45-2
associada a duas leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) a 40°C. Os dados obtidos

durante a fermentacéo estdo na Tabela 17.

Figura 36 — Reproduzindo os dados da tabela 17 avaliamos as fermentac6es mistas utilizando a levedura
IQAIr/45-2 associada a duas leveduras industriais, quanto a variacdo em biomassa (A) etanol (B) e ART
(C) durante uma batelada Unica de fermentacdo a 40°C, utilizando ART de 20% no melago de
alimentacéo (fluxo de 0,39mL/min. durante 3h), inoculo de 24g.L™ (9%, v/v) com tempo de fermentacéo
7 horas.

A Tabela 17 mostra valores obtidos para médias iniciais e finais de viabilidade,
biomassa, etanol e acUcar residual em bateladas Unicas de fermentacdo mista da
levedura 1QAr/45-2 com duas leveduras industriais. As viabilidades apresentaram-se
com pequenas quedas durante toda a fermentagcdo em todas as misturas. Quanto as
medidas de biomassa (parte A da Figura 36 e Tabela 17) pode-se afirmar que houve
pouco sinergismo entre a levedura 1QAr/45-2 associadas a duas leveduras industriais,
mas mesmo assim, houve um acimulo médio de biomassa de 2,0 + 0,3 (g.L™), sendo
que a associacao entre IQAr/45-2+CAT-1+SA-1 foi a que apresentou menor velocidade
de crescimento celular (Uxmax = 0,91 g.g.h™), porém todas as combinages apresentaram
um perfil semelhante quanto a velocidade de produgéo de etanol (YY) e de crescimento

celular (Yys).
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A parte B da Figura 36 e a Tabela 17 mostram que a levedura 1QAr/45-2 quando
fermentada individualmente produz maior etanol, e quando associada a mais duas
leveduras industriais leva a um menor rendimento de etanol (media de 70,8%) e também
produtividade média inferior, da ordem de 10,3 + 1,1 (g.L".h™). J4 a parte C da
Figura 36 mostra que os teores de acgucares residuais foram mais altos nas fermentacoes
mistas entre 3 leveduras, sendo que a associacdo da levedura IQAr/45-2 com as
leveduras PE-2 e SA-1 deixaram um maior nivel de acUcar residual (6,1%).

Em relacdo aos parametros fisiologicos descritos na Tabela 17 pode-se afirmar
que: i) houve aumento de proteina total no final da fermentacdo em todas as
combinacdes; ii) o glicerol interno também se apresentou discretamente elevado no final
da fermentacdo, com excecdo da fermentacdo mista entre as trés leveduras comerciais,
onde houve uma diminuigéo do glicerol no final da fermentacéo; iii) teores de trealose

no final da fermentacdo aumentaram em todas as fermentagdes mistas.
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Tabela 17 — Comparacdo da levedura 1QAr/45-2 com as leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e
SA-1) em fermentacbes mistas (propor¢do 1:1:1) quanto aos valores iniciais e finais de
viabilidade, biomassa, etanol e acucar residual em bateladas Unicas de fermentacdo a 40°C,
utilizando ART de 20% no melago.*

Leveduras
Variaveis da Fermentagao |OAM/15-2 IQAr/45-2+ IQAr/45-2+ IQAr/45-2+ PE-2+
Q PE-2+CAT-1 PE-2+SA-1 CAT-1+4SA-1  CAT-1+SA-1
Medidas da Fermentacao
Tempo de fermentacéo (h) 7 7 7 7 7
Viabilidade
Inicial (%) 99,4+0,7 98,2+2,6 99,3+0,9 98,2+2,6 97,9+3,0
Final (%) 92,8 +0,5° 88,2 +1,0° 90,9 +0,0° 84,1+0,3° 87,2+0,5°
p (Teste x°) - 0,473 0,775 0,179 0,402
Biomassa
Inicial (g.L™") 232+12 21,8402 25,6+0,1 25,3+0,1 25,8+0,9
Final (g.L ™) 26,8 £0,2° 24,3+0,4° 27,4+0,1° 27,3+0,1° 27,7+1,6°
p (Teste t) - 0,015 0,181 0,245 0,582
AcUmUIO ginai — imicial (9-L7) 39+08 3,0+0,3 2,1+0,1 2,4+0,1 29+15
Bxmax (9.9.h™) 0,81 0,20 0,31 0,33 0,91
Yys (0.9 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,02 + 0,00 0,01 0,00 0,02 0,01
Etanol gina (%, VIV) 11,1+ 1,3 8,2+0,2° 8,6 £0,2° 9,6 +0,8° 8,6+0,1°
p (Teste t) - 0,197 0,225 0,200 0,112
Ppmax (9.9.h™0) 0,74 0,24 0,71 0,19 0,24
Yers (9.9 0,50 + 0,01 0,39 + 0,00 0,49 + 0,00 0,44 + 0,00 0,45 0,00
Produtividade (g.Lh™) 12,5 9,2 9,7 10,8 11,6
Rendimento (%) 85,6 63,3 66,4 74,1 79,5
ART ginal (%) 2,4+0,1° 32+0,6" 6,1+0,5" 2,6+0,0° 5,7+0,1°
p (Teste t) - 0,317 0,061 0,279 0,001
Parametros fisioldgicos
Proteina Total
Inicial (1gproteina-MYcslula) 0,30 +0,12 0,23 +0,00 0,24 +0,03 0,21 0,00 0,25+ 0,00
Final (ngproteina-MYcstula) 0,47 +0,28° 0,32 +0,01° 0,31+0,01° 0,24 +0,02° 0,26 +0,01°
p (Teste t) - 0,529 0,509 0,363 0,402
Glicerol Interno:
Inicial (uggiicerol-Mceiuta) 0,05 + 0,00 0,04 + 0,00 0,05 + 0,00 0,05 0,00 0,05 0,00
Final (uYgicerol-MJcétula ) 0,06 + 0,01 0,07 +£0,01° 0,06 + 0,00 0,06 + 0,01° 0,04 + 0,00
p (Teste t) - 0,663 0,666 0,921 0,249
Trealose Interna
Inicial (ugireaiose-MYceiuta) 340+34 31,2+0,0 49,2+0,0 46,9+0,0 64,2+0,0
Final (1Grealose-MYcstuta) 71,0 £7,4° 75,2 +1,8° 87,5+4,3° 96,7+1,1° 748+ 1,6°
p (Teste t) - 0,576 0,111 0,129 0,602

‘Condicdes da fermentacéo: Propagacdo I1I (baixa agitacdo a 37°C). Fermentacdo em melago suplementado com
fluxo de 0,39mL/min. durante 3h, e indculo de 24g.L™ (9%, v/v).

Ensaios realizados com Teste x> (o = 0,05) para medidas de viabilidade: ““'médias do experimento controle usado
na comparagdo; ° a médias estatisticamente equivalentes; “°” médias estatisticamente diferentes.

Ensaios realizados com Teste t (o = 0,05): ' médias do experimento controle usado na comparacio; °a médias
estatisticamente equivalentes; "~ 'médias estatisticamente diferentes.
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4.5.4 Competicdo entre a levedura 1QAr/45-2 associada as leveduras industriais
(PE-2, CAT-1 e SA-1) em fermentacbes mistas a 40°C em melaco suplementado
com ART inicial de 20%.

A Figura 37 mostra as curvas de viabilidade, rendimento de biomassa, producgéo
de etanol e consumo do agucar em funcdo do tempo de fermentacdo da levedura
IQAr/45-2 associada a trés leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) a 40°C. Os
dados obtidos durante a fermentacdo estdo na Tabela 18.

Figura 37 — Reproduzindo os dados da tabela 18 avaliamos as curvas de fermentagGes mistas utilizando a
levedura IQAr/45-2 associada a trés leveduras industriais, quanto a variagdo em viabilidade (A), biomassa
(B) etanol (C) e ART (D) durante uma batelada Unica de fermentagéo a 40°C, utilizando ART de 20% no
melago suplementado de alimentagéo (fluxo de 0,39mL/min. durante 3h), inoculo de 24g.L™ (9%, viv)
com tempo de fermentacdo 7 horas, sendo valores referente a: levedura 1QAr/45-2 (-m-) e fermentacédo
mista entre as leveduras IQAr/45-2+PE-2+CAT-1+SA-1 (-@®-).

A parte A da Figura 37 e a Tabela 18, indicam os valores obtidos para
fermentacdo da levedura 1QAr/45-2 comparando com a fermentacdo mista da levedura
IQAIr/45-2 associada as trés leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) para medidas
viabilidade, apresentando pequenas quedas durante toda a batelada. Quanto as medidas
de biomassa (Figura 37 parte B, Tabela 18) podemos dizer que houve um actimulo
relativo de biomassa de 6,9 (g.L™") na fermentacdo mista. No caso da producdo de
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etanol, a Figura 37 (parte C) e a Tabela 18 podemos dizer que foram muito proximas,
deixando bem evidente o sinergismo positivo da mistura das quatro leveduras. Esta
Tabela também mostra os que a levedura 1QAr/45-2 apresenta uma velocidade de
crescimento (Pxmax = 0,81 g.g.h™) menor que da fermentagdo mista entre as quatro
leveduras (Uxmax = 1,50 g.g.h™), porém com velocidade de formacdo de etanol
(Mpmax = 0,74 g.g.h™) pouco superiores que da mistura. A Figura 37 (parte D) mostra que
0s teores de acucares residuais foram baixos.

Em relacdo aos parametros fisiologicos descritos na Tabela 18 podemos dizer: i)
a proteina total aumentou no final da fermentacdo em ambas as condi¢bes de
fermentagdo; i) quanto ao glicerol interno houve uma queda discretamente no final das
fermentagdo mista; iii) teores de trealose no final da fermentacdo aumentaram para as

duas fermentagdes.
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Tabela 18 — Comparacdo da levedura 1QAr/45-2 com a fermentacdo mista desta levedura
associadas as trés leveduras industriais (PE-2, CAT-1 e SA-1) quanto aos valores iniciais e
finais de viabilidade, biomassa, etanol e acucar residual em bateladas Unicas de fermentacéo a
40°C, utilizando ART de 20% no melago.*

Leveduras
Variaveis da Fermentacéo IQAr/45-2+PE-2+
|QA/45-2 CAT-1+SA-1
Medidas da Fermentacao
Tempo de fermentacédo (h) 7 7
Viabilidade
Inicial (%) 99,4+0,7 98,2+25
Final (%0) 92,8 +0,5° 88,4+ 0,6°
p (Teste x%) - 0,505
Biomassa
Inicial (g.L™) 232+1,2 25,1+0,1
Final (g.L™) 26,8 £0,2° 31,9+0,1°
p (Teste t) - 0,021
Actmulo ging - inicial (9-L7) 39+08 6,8+0,1
Bxmax (9.9:0™) 0,81 1,50
Yys (9.97 0,02 +0,00 0,04 +£0,00
Etanol gina (%, VIV) 11,1+1,3° 10,3+0,1°
p (Teste t) - 0,566
tpmax (9.9.h™0) 0,74 0,25
Yers (.97 0,50+0,01 0,47 + 0,000
Produtividade (g.L*h™) 12,5 11,6
Rendimento (%0) 85.6 79,5
ART Eina (%) 2,4+0,1° 2,8+0,0°
p (Testet) - 0,037

Parametros fisioldgicos

Proteina Total

Inicial (NZproteina- MYceiula) 0,30+0,12 0,20 £ 0,00
Final (ngroteina-mgcélula) 0,47 O,28a 0,23+ 0,0lb
p (Testet) - 0,359
Glicerol Interno:
Inicial (ugglicerol-MYcetula) 0,05 £+ 0,00 0,06 £ 0,00
Final (n9giicerol: MYcsiuta ) 0,06 +0,01° 0,04 + 0,00
p (Teste t) - 0,064
Trealose Interna
Inicial (gtrealose-MYcelula) 34,0+ 34 37,0+£0,0
Final (nQtreatose-MYcelula) 71,0+7,4° 575+19°
p (Teste t) - 0,242

'Condiges da fermentacéo: Propagacdo I11 (baixa agitacéo & 37°C). Fermentacdo em melaco suplementado com
fluxo de 0,39mL/min. durante 3h, e indculo de 24g.L™ (9%, v/v).

Ensaios realizados com Teste x* (o = 0,05) para medidas de viabilidade: " médias do experimento controle usado
na comparacdo; ° a médias estatisticamente equivalentes; " médias estatisticamente diferentes.

Ensaios realizados com Teste t (o = 0,05): ' médias do experimento controle usado na comparacio; °a médias
estatisticamente equivalentes; "~ 'médias estatisticamente diferentes.
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5 Conclusédes
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As fermentacdes industriais sdo complexas e envolvem interacbes ente um
grande nimero de leveduras e bactérias. Quase nada se sabe sobre o impacto destas
interacdes em processos com reutilizacdo de células como é o caso da producdo de
etanol no Brasil. Este trabalho resultou em conclusdes interessantes de valor pratico em
para fermentacdes industrias devido aos seguintes enfoques:

a) Clarificacdo do melago

Com relacdo ao tratamento do melaco (clarificagdo) a condicdo de escolha é
adicao de H,SO4 (pH 4,5) em repouso por 48 horas a 4°C em camara fria, ja que levou a
uma reducdo da absorbancia a 600nm. Importante por expressar reducdo nas
quantidades de s6lidos totais insolUveis e pigmentos que afetam a avaliacdo das diversas
leituras fotométricas utilizadas neste estudo. Além disto, desejou trabalhar em um
sistema livre da material solido de tal sorte que se pudesse utilizar mediada de biomassa
em unidades de massa.

b) Otimizacao das condicdes de propagacéao do inoculo

Estabeleceu-se um meio de propagacéo para a levedura IQAR-2 durante o qual o
rendimento de biomassa aumentou a 30°C sem perda de viabilidade. Com relacdo a
temperatura de propagagdo, um aumento de 30°C para 37°C possibilitou reduzir o
tempo das etapas de propagacdo sem perda de viabilidade e isto indica adaptacdo a uma
temperatura mais elevada. A melhor condigcéo de propagacéo estabelecida mostra que a
concentracdo do melaco é critica para uma boa recuperacéo da biomassa.

c) Impacto do uso do processo otimizado

Em condigdes otimizadas a levedura 1QAr/45-2 mostrou-se como sendo uma
levedura termotolerante, pois produz etanol na ordem de 9,4% (v/v) a altas temperaturas
e concentragcdes de agucares sem perdas significativas de viabilidade. Esta levedura
tolera ciclos de fermentacdo sucessivos a 37°C, mantendo a quantidade de etanol
produzido ao logo dos ciclos.

d) Asinteragfes em culturas mistas

A avalicdo de culturas constituidas por apenas uma levedura como inéculo,
indicam que a levedura PE-2 e SA-1 mostram maior tendéncia no acumulo de biomassa,
enquanto que as leveduras IQA/45-2 e CAT-1 tendem a produzir mais etanol.

A combinagdo das leveduras deste trabalho na proporcdo 1:1 mostrou que, a
combinacgéo de 1QAr/45-2 e PE-2 apresentam maior rendimento de etanol, enquanto que
a mistura 1QAr/45-1 e CAT-1 produziram maior biomassa.
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A associacdo entre duas leveduras industriais acrescidas da levedura IQAr/45-2
sugerem uma interagdo negativa, uma vez que houver diminui¢do na producao de etanol
e acimulo de biomassa.

A adicéo da levedura 1QAr/45-2 a mistura das trés leveduras industriais (PE-2,
CAT-1, SA-1) na propor¢do 1:1:1:1 causou uma recuperacdo do processo, com
aumentos de 1,2 vezes na producdo de etanol, 3 vezes em aciimulo de biomassa e 1,6
vezes em relacdo a trealose interna.

Portanto, a levedura 1QAr/45-2 parecer ser capaz de recuperar fermentagdes
industrias lentas ou interrompidas, onde os efeitos das interacfes entre leveduras sdo

maiores, mais complexos e diversificados.
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APENDICE A - Curva padréo de biomassa da levedura 1QAr/45-2

Figura 10 - Curva-padrdo para a relacdo de biomassa seca da levedura 1QAr/45-2 com valores de
absorbancia. A equagdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular a=1,8947, coeficiente linear
b=0,0078, fator de correlacdo (R* = 0,9987), assim obtendo o fator de correlagdo absorbancia em
biomassa seca (F) foi de 0,528 (1/b) para o espectrofotdmetro BIOESPECTRO modelo SP-22.
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Fonte: elaborada pela autora.
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APENDICE B - Curva padrio de biomassa da levedura PE-2

Figura 11 - Curva-padrdo para a relacdo de biomassa seca da levedura PE-2 com valores de absorbéncia.
A equacdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular a=1,531, coeficiente linear b=0,0073, fator de
correlagdo (R? = 0,9931), assim obtendo o fator de correlagdo absorbancia em biomassa seca (F) foi de

0,653 (1/b) para o espectrofotdmetro BIOESPECTRO modelo SP-22.
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Fonte: elaborada pela autora.
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APENDICE C - Curva padréo de biomassa da levedura CAT-1

Figura 12 - Curva-padrdo para a relacdo de biomassa seca da levedura CAT-1 com valores de
absorbancia. A equagdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular a=1,742, coeficiente linear
b=0,0809, fator de correlacdo (R? = 0,99978), assim obtendo o fator de correlagdo absorbancia em
biomassa seca (F) foi de 0,574 (1/b) para o espectrofotdmetro BIOESPECTRO modelo SP-22.
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Fonte: elaborada pela autora.
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APENDICE D - Curva padréo de biomassa da levedura SA-1

Figura 13 - Curva-padréo para a relacdo de biomassa seca da levedura SA-1 com valores de absorbancia.
A equacdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular a=1,535, coeficiente linear b=0,0595, fator de
correlagdo (R? = 0,9936), assim obtendo o fator de correlagdo absorbancia em biomassa seca (F) foi de

0,651 (1/b) para o espectrofotdmetro BIOESPECTRO modelo SP-22.
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Fonte: elaborada pela autora.
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APENDICE E - Curva Padrao de Glicose 0,2%

Figura 15 - Curva de solucdo de glicose 0,2% (%, m/v) para a dosagem do acucar residual total pelo
método de 3,5 DNS (MILLER, 1959). A equacdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular
b=28,74, intercepto da reta a=-0,098 e fator de correlacdo (R?> = 0,999) para o espectrofotdmetro
BIOESPECTRO (SP-22).
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Fonte: elaborada pela autora.
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ANEXO A - Curva Padréao de Soroalbumina 0,1%0

Figura 16 - Curva padréo de calibracdo de soroalbumina 1% (m/v) para a dosagem de proteina total pelo
feitas pelo método do reagente de Biureto. A equacdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular
b=0,751, intercepto da reta a=-0,045 e fator de correlacdo (R®=0,999) para o espectrofotdmetro
BIOESPECTRO (SP-22).

Fonte: Coradello (2012).
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ANEXO B - Curva Padrao de Glicose 60 pg.mL™

Figura 17 - Curva padrédo de calibracéo de glicose 60 pg.mL-1 para dosagens de trealose pelo método da
Antrona. A equacdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular b=0,030, intercepto da reta a=-0,009
e fator de correlacdo (R2=0,994) para o espectrofotdmetro BIOESPECTRO (SP-22).

Fonte: Coradello (2012).
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ANEXO D - Curva Padréo de Glicerol 0,208 mg.mL™

Figura 18 - Curva padrao de calibracdo de glicerol 0,208 mg.mL-1 para dosagens de glicerol através de
kit enzimatico. A equacdo da reta mostrou o seguinte: coeficiente angular b=92,17, intercepto da reta
a=-0,001 e fator de correlacdo (R2=0,997) para o espectrofotdmetro BIOESPECTRO (SP-22).

Fonte: Coradello (2012).
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